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H O O F D S T U K 1 
INLEIDING 
I OXYDATIEVE FOSFORYLERING IN DE DIERLIJKE CEL 
De ademhalingsketen en de daarmee verbonden fosforyleringstrappen in 
het hoger ontwikkelde organisme zijn in schematische vorm volgens de laatste 
inzichten in fig. 1 weergegeven. De aangrijpingspunten van een aantal specifie­
ke remstoffen zijn door zwarte pijlen aangeduid. De witte pijl wijst op het 
werkingsmechanisme van de ontkoppelaar 2,4-dinitrofenol. 
1. DE ADEMHALINGSKETEN 
De ademhal ing s keten is de horizontale reeks NADH—· »O- in fig. 1. 
Hierin stelt NADH gereduceerd nicotinamide-dinucleotide voor, de eers te com­
ponent van de ademhalingsketen bij de oxydatie van NAD-gekoppelde substraten. 
FpDl is het flavoproteïne NADH-dehydrogenase, bij welks activiteit eiwitgebon-
den sulhydrylgroepen (SH) en non-haem ijzer (Fe) betrokken zijn. Dergelijke 
groepen zijn eveneens tussen FpDl en FpD2 en tussen cytochroom b en c l aan-
getoond. FpD2 stelt een volgend navoproteïne voor en FpS is het dehydrogena-
seflavoproteïne, betrokken bij de oxydatie van succinaat, en evenals de NADH-
dehydrogenase voor zijn activiteit op sulhydrylgroepen en non-haem ijzer aan-
gewezen. 
Q is coenzym Q, terwijl b, c . , c, a en a„ cytochromen van dezelfde naam 
zijn. De twee laatstgenoemde cytochromen bezitten eiwitgebonden koper als co-
factor. De electronenoverdracht van ascorbaat via tetramethyl-p-fenyleendiami-
ne (TMPD) naar cytochroom с verloopt non-enzymatisch. 
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Fig. 1. Schema van de ademhalingsketen en de oxydât ie ve fosfory lering in de dierlijke cel, 
Hoewel in het s c h e m a s l e c h t s enkele dehydrogenasen en hun knooppunten 
met de ademhalingsketen aangegeven zijn, kunnen ze al le onder de dr ie hier b e -
handelde wegen van electronentransport worden gerangschikt: 
1) Alle NAD-gekoppelde substraten, zoa l s L- i soc i t raa t , D-ß-hydroxybuturaat 
en L-malaat vormen NADH met behulp van intramitochondriaal g e l o c a l i s e e r d e , 
substraatspeci f ieke dehydrogenasen, welk NADH op bovengeschets te wijze wordt 
geoxydeerd. Bij pyruvaat en a-ketoglutaraat geschiedt de dehydrogenatie niet 
d irec t door NAD, maar verloopt via l ipoïnezuur en een f lavoproteïne, dat de 
e lectronen tenslotte op NAD overdraagt. 
2) Alle flavoprote'ine-gekoppelde substraten, zoa l s ty-glycerofosfaat en chol ine, 
kunnen hun e lectronen aan de ademhalingsketen overdragen op de voor suceinaat 
g e s c h e t s t e wijze . Soms i s nog een extra flavoproteïne tussen de pr imaire dehy-
drogenase en coenzym Q ingeschakeld zoa l s het e lectronenoverdrachtsenzym bij 
de oxydatie van vetzuur-CoA. 
3) Dehydrogenasen, die e lectronen via cytochroom с aan de ademhalingsketen 
overdragen, zoa ls dat non-enzymatisch door TMPD gebeurt, komen in het d ie-
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renrijk niet voor. Wel zijn ze in gist aangetoond: het flavo-haemenzym L-lac-
taatdehydrogenase (cytochroom b.) en het zink-flavo-enzym D-lactaatdehydro-
genase. 
2. FOSFORYLERING, GEKOPPELD AAN DE ADEMHALING 
De fosforylering van ADP tot ATP, gekoppeld aan de ademhaling, is in de 
bovenste helft van fig. 1 weergegeven. Dit koppelingsmechanisme verloopt via 
een aantal hypothetische, fosfaatvrije intermediai ren С ~ I en X ~ I. Het teken 
~ geeft in dit schema een energierijke binding aan. С.., С„ en С„ geven 
componenten van de ademhalingsketen aan, die bij de pr imaire reactie van het 
koppelingsmechanisme zijn betrokken: 
С . + I + B ~ - C ~ I + B . (1), 
red red v " 
waarin С . d e gereduceerde vorm van С is en В . d e gereduceerde vorm van 
een component in de ademhalingsketen, volgend op C. We zullen de conventie 
volgen, waarbij de begrippen "volgend op" en "gelegen na" gerekend worden in 
de richting van O. in de ademhalingsketen en in de richting van ATP bij het kop­
pelingsmechanisme. 
В en С zijn de geoxydeerde vormen van В , en С ,, I geeft een hypothe­
tische energie-overdrachtscarr ier aan, nodig voor het verlopen van reactie (1). 
C . , „ „ liggen in de segmenten van de ademhalingsketen, die door de accola-
ί Δ en «3 
den in fig. 1 zijn weergegeven en samenvallen met de complexen I (NADH-coen-
zym Q reductase), HI (Coenzym Q-cytochroom с reductase) en IV (cytochroom-
oxydase), welke door Hatefi en medewerkers uit runderhartmitochondriën zijn 
geïsoleerd (Y. Hatefi, 1963). Deze segmenten worden respectievelijk aangeduid 
met fosforyleringsplaats 1, 2 en 3 omdat reactie (1) op drie plaatsen in de a-
demhalingsketen geschiedt. 
Hoewel de ademhalingsketencomponenten van de drie afzonderlijke fosfory-
leringsplaatsen grotendeels bekend zijn, is nog steeds niet bekend, welke daar -
van met de energie-overdrachtscarr ier I reageren. Om deze reden zullen we de 
bovengebruikte aanduidingen В en С moeten blijven gebruiken. Het zal duidelijk 
zijn, dat В en С niet voor alle drie fosforyleringsplaatsen dezelfde zijn. 
Op reactie (1) volgt nog een reactie (2) met X als tweede hypothetische 
energie-overdrachtscarr ier : 
C ~ I + X - - C + X ~ I (2). 
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De overige energieoverdrachten, leidend tot de fosforylering van ADP tot ATP, 
zijn verder in fig. 1 af te lezen, waarin P . staat voor anorganisch fosfaat. 
3. THERMODYNAMISCHE EIS VAN DE OXYDATIEVE FOSFORYLERING 
De thermodynamische eis, die aan de oxydatieve fosforylering gesteld wordt, 
i s , dat het verschil in thermodynamische potentiaal tussen C + B j ^ n C J + B 
(vgl. reactie 1) voldoende negatief is om het positieve verschil in potentiaal tus-
ATP + H O en ADP + P . te vergoeden. Berekening leert echter (E.C. Slater, 
1966), dat dit slechts in de door accoladen (fig. 1) aangeduide gebieden mogelijk 
A — - ^ 
AH2 ^-S 
-c ^ S 
/ o-c=o SH 
eiwit keten N. COOH 
С red I 
1 1 1 
ν OHC = OSH 
) , ή - ^ 
^ COOH 
1 
X 
^•-Чк С r e d - I 
OH HOC-S 
ι 
Η 
COOH 
I 
Χ
 \ 
Λ-ν/Ρ 
Fig. 2. Hypothetische voorstellingvan het koppelingsmechanisTne van de oxydatieve fosforylering 
(A.B. Falcone, 1966 ). 
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i s , wanneer bij reactie tussen С , en В twee electronen worden verplaatst. 
Dit betekent evenwel voor de cytochromen, die in tegenstelling tot NAD, fla-
voproteïne en coenzym Q een electron per molecuul kunnen afstaan of opnemen, 
dat zij aan het koppelingsproces per paar zullen moeten deelnemen. Dit kon 
door Hommes (1964) op kinetische gronden voor cytochroom b en с worden be­
vestigd. 
Hoe moeten we ons nu verbindingen als С ~ I en X ~ I voorstellen? Wan­
neer С een cytochroom zou zijn, hoe kunnen we ons dan voorstellen dat een du-
plet van cytochromen met I een verbinding vormt van het type С ~ I, ook al is 
dat duplet door С voorgesteld? Van de in de l iteratuur voorkomende hypothetische 
schemata is ter i l lustratie één uitgekozen en in fig. 2 afgebeeld. Ik heb het sche-
ma zoveel mogelijk vertaald in de terminologie van fig. 1, door er de symbolen 
С, С ,, I en X, alsmede hun onderlinge gebondenheid via al of niet energierijke 
banden bij te schrijven. 
Stellen we een duplet van gereduceerde cytochromen plus twee protonen op 
de plaats van AH„ en BH- (A en В zijn de geoxydeerde vormen van het duplet) dan 
zien we, dat het eerder genoemde probleem is omzeild. 
In dit schema nemen de cytochromen niet zelf via de reactie met liganden van het 
type I en X aan het koppelingsmechanisme deel, maar wel tussen de cytochromen 
gelegen eiwitgroepen. 
4. ADEMHALINGSREGULATIE 
Thermodynamisch valt uit fig. 1 op te maken, dat de ligging van de oxydatie-
reductie-evenwichten binnen de ademhalingsketen door de concentraties van P . , 
ADP en ATP gereguleerd wordt en dit geldt tevens voor de kinetische evenwich­
ten (steady state toestanden). 
P . maakt I vrij en dit kan via reactie (1) de ademhaling stimuleren, maar 
wanneer X in X ~ P is opgeslagen, zal deze stimulering, zoals uit reactie (2) 
valt af te leiden, spoedig weer teniet worden gedaan. P a s toevoeging van ADP en 
P . zal zowel I als X vrijmaken en het ademhalingsproces op gang brengen. Deze 
regeling van de ademhaling door de aanwezigheid van P . zowel als van ADP heet 
ademhalingsregulatie. Dit houdt tevens in, dat, wanneer ADP tot ATP is gefos-
foryleerd, de ademhalingssnelheid tot het niveau voor toevoeging van ADP wordt 
gereduceerd. 
De verhouding van de ademhalingssnelheden in aan- en afwezigheid van ADP 
(P. in overmaat aanwezig) wordt de ademhalingsregulatieverhouding genoemd 
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(RCR, of respiratory control ratio volgens de Angelsaksische l i teratuur). In de 
praktijk wordt deze beperkt doordat hydrolyse optreedt van een of meer ener-
gierijke intermediai ren van het type X ~ I ( C . - P . L e e fc L. Erns te r , 1966). 
5. EFFICIËNTIE VAN DE OXYDATIEVE FOSFORYLERING 
De verhouding, die aangeeft, hoeveel moleculen ATP door fosforylering 
van ADP ontstaan per electronenpaar, dat de ademhalingsketen passeer t , wordt 
ADP/2e-verhouding genoemd (e staat voor electron). Omdat het aantal molecu-
len gefosforyleerde ADP gelijk is aan het aantal veresterde fosfaatmoleculen 
kan men schrijven ADP/2e = P/2e-verhouding. Wanneer de electronen doorlo-
pen naar zuurstof, zal elk O-atoom door 2 electronen worden gereduceerd on-
der de uiteindelijke vorming van water. Hierdoor wordt de ADP/2e-verhouding 
als ADP/O-verhouding en de P/2e-verhouding als P/O-verhouding meetbaar. 
Deze verhouding geeft tevens de efficiëntie aan, waarmee ADP onder invloed 
van het electronentransport wordt gefosforyleerd. 
Men neemt in het algemeen aan, dat deze verhouding een geheel getal moet 
zijn en wel 3 voor de oxydatie van substraten uit de eers te categorie (par. 1.1), 2 
voor substraten uit de tweede categorie en 1 voor substraten uit de derde cate-
gorie . In de praktijk zal door hydrolyse van energierijke intermediairen een 
deel van de energieoverdracht niet tot ATP doorlopen. Hierdoor krijgen we voor 
de P/O-verhouding een iets lager liggend, gebroken getal. Is dit groter dan 2, 
dan duidt dit op de aanwezigheid van minstens 3 fosforyleringsplaatsen langs de 
ademhalingsketen. Ligt de gemeten waarde van P / O tussen 1 en 2, dan duidt dit 
op een passeren door het electronenpaar van minstens 2 fosforyleringsplaatsen. 
Ligt deze waarde tussen 0 en 1, dan passeer t het electronenpaar op zijn weg 
naar zuurstof ten minste 1 fosforyleringsplaats. 
6. REMSTOFFEN VAN ELECTRONENTRANSPORT EN KOPPELINGSMECHA-
NISME, ONTKOPPELAARS 
In fig. 1 zijn remstoffen van het electronentransport en de fosforylering 
weergegeven, alsmede hun aangrijpingspunten in het totale proces (zwarte p i j -
len) . Rotenon is eigenlijk de enige remstof, die specifiek is voor het electronen-
transport en ogenschijnlijk geen invloed heeft op het koppelingsmechanisme (L. 
Erns te r , G. Da l lne r&G.F . Azzone, 1963). In dit opzicht onderscheidt het rotenon 
zich van de andere r emmers van het electronentransport, amy tal (B. Chance, G.Hol-
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lunger Si В. Hagihara, 1962, H.C. Hemker, 1963), antimycine A (H.C. Hem-
ker, 1963, B. Chance & T. Ito, 1963) en KCN (E.C. Slater, 1955). Oligomyci-
ne is de enige in fig. 1 weergegeven remstof, die specifiek is voor het koppe-
lingsmechamsme. 2,4-dinitrofenol brengt een splitsing m С ~ I teweeg (H.C. 
Hemker, 1964) en daarmee een activering van de ademhaling via reactie (1), 
zonder dat de energieoverdracht ATP bereikt. 
II ADEMHALING EN OXYDATIEVE FOSFORYLERING IN GIST 
1. VROEGSTE ONDERZOEKINGEN 
Reeds in de periode 1953-54 isoleerde Nossal (1953, 54) door diffe-
rentiële centnfugatie uit gisthomogenaten deeltjes, die verscheidene interme-
diaire trappen van de citroenzuurcyclus katalyseerden. Daarnaast bleken enkele 
niet tot de citroenzuurcyclus behorende activiteiten als L-glutamaatdehydrogena-
s e - , L-lactaatdehydrogenase- en aethanoldehydrogenaseactiviteit aan de deeltjes 
gebonden. Deze deeltjes haalden met actief adem en voor het aantonen van dede-
hydrogenaseactiviteiten werd methyleenblauw als electronenacceptor gebruikt. 
Een jaar later gelukte het Linnane en Still (1955) gistpartikels in handen te k r i j -
gen, die in aanwezigheid van een aantal cofactoren actief ademhaalden met di-
verse citroenzuurcyclusintermediairen als substraat. In tegenstelling tot de oxy-
datie van pyruvaat, waarbij elk citroenzuurcyclusintermediair als addendum kon 
dienen, werd acetaat slechts verademd in aanwezigheid van citraat of a-ketoglu-
taraat . 
Tot 1956 werd evenwel nog geen oxydatieve fosforylering geconstateerd. 
Voor het eers t werd daarvan melding gemaakt door Nossal, Keech en Morton 
(1956) en enige tijd later door Utter, Keech en Nossal (1958). De P/O-verhou-
dingen kwamen niet boven een waarde van 1,0 uit en er was geen significant ver -
schil tussen de P/O-verhoudingen, bepaald bij de oxydatie van isocitraat, succi-
naat en DL-lactaat. De fosforylering van ADP tot ATP onder invloed van het 
electronentransport door de ademhalingsketen werd volledig ontkoppeld door 
toevoeging van dimtrofenol (0,36 mM), zonder dat de 0_-opname noemenswaar-
dig werd beïnvloed. 
Tenzij anders vermeld, wordt met gist bedoeld bakkersgist (Saccharomyces cerevisiae). 
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2. НЕТ CROSSOVER-VERSCHIJNSEL 
In 1959 concludeerde Chance (1959) uit een spectrofotometrische bestude­
ring van de ademhalingketencomponenten van gehongerde gist (relatief hoog in­
tracellulair ADP-gehalte), dat in de intacte cel ADP bij de fosforylering op drie 
plaatsen van de ademhalingsketen aangrijpt. Dit is tevens de normale gang van 
zaken bij zoogdiermitochondriën (E.C. Slater, 1966), zoals is weergegeven in 
fig. 1. Chance baseerde deze interpretatie van zijn waarnemingen op het zoge-
naamde "crossover" theorema: wanneer een remstof tussen twee componenten 
van de ademhalingsketen aangrijpt, zal de component aan de substraatzijde van 
het aangrijpingspunt in de ontvangst van electronen niet geremd zijn (fig. 1) en 
vergeleken met de toestand v66r toevoeging van de remstof verder gereduceerd 
worden. Genoemde component geeft nu immers geen of minder electronen per 
tijdseenheid af aan de component aan de andere kant van de remplaats . De com-
ponent aan de zuurstofzijde van de remplaats zal ongestoord zijn electronen aan 
de verderopgelegen componenten kunnen afgeven en vergeleken met de toestand 
vóór toevoeging van de remstof verder geoxydeerd worden. Dit verder geredu-
ceerd worden van de component vóór de remplaats en het verder geoxydeerd 
worden van de component na de remplaats wordt "crossover" genoemd. 
Chance achtte deze regel eveneens van toepassing op de redoxtoestand van 
de ademhalingsketencomponenten onder invloed van de oxydatieve fosforylering 
(zie onder het hoofd ADEMHALINGSREGULATIE). Bij afwezigheid van ADP zal 
reactie (1) verlopen tot een evenwicht en dan stoppen. Componenten ббг С en 
component С zelf zullen dan verder gereduceerd, componenten na С verder ge­
oxydeerd worden, vergeleken bij de toestand toen nog ADP in het medium aan­
wezig was. Met andere woorden de oxydatieve fosforylering induceert hier een 
crossoverpunt. 
Chance liet de gist het endogene ADP door toevoeging van aethanol fosfory-
leren. Na een aanvankelijke stimulering van de ademhaling door substraat werd 
een teruggang in de oxydatieve activiteit geconstateerd. Hij interpreteerde dit 
als een uitputting van endogeen ADP door fosforylering tot ATP, daar endogeen 
substraat (aethanol) en anorganisch fosfaat in overmaat aanwezig waren. 
Gelijktijdige spectrofotometrische registrat ie van de redoxtoestanden van 
een aantal ademhalingsketencomponenten in aan- en afwezigheid van 4 μ M azide 
( remmer van cytochroomoxydase, D. K e i l i n & E . F . Hartree, 1939) bracht de 
volgende crossoverpunten aan het licht: tussen NAD en flavoproteïne (fosforyle-
ringsplaats 1, fig. 1), cytocrhoom b en с + с. (fosforyleringsplaats 2) en с + с. 
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en a (fosforyleringsplaats 3). Dit leidde tot de conclusie, dat er 3 fosforyle-
ringsplaatsen langs de ademhalingsketen van intacte gist bestaan. 
Toevoeging van een ontkoppelaar (dibroomfenol) of van glucose had 
eenzelfde effect als ADP, het deed de crossover van richting veran­
deren, terwijl registratie van het zuurstofverbruik een activering van de adem­
haling liet zien. Glucose induceerde bovengenoemde verschijnselen door produc­
tie van ADP door de hexokinasereactie, dibroomfenol door splitsing van ener­
gierijke intermediairen van het type С ~ I (fig. 1). Hieruit werd geconcludeerd, 
dat e r inderdaad sprake was van verschijnselen, welke het koppelingsmechanis­
me betroffen. 
Een correlat ie tussen de verschijnselen, bestudeerd aan intacte mitochon-
driën en aan de cellen, waaruit ze afkomstig zijn, zoals bij ascites tumorcellen 
was gebeurd (B. Chance & В. Hess, 1959), zou bovengenoemde conclusies ver­
sterkt hebben. Dit was niet mogelijk, omdat toen nog geen isolatiemethode voor 
gistmitochondriën bestond, die het mogelijk maakte deeltjes met ademhalings-
regulatie in handen te krijgen. Dit was toe te schrijven aan beschadiging van de 
mitochondriën door de gebezigde isolatietechniek: desintegratie van intacte cel-
len door schudden met glasparels (Р. M. Nossal, 1953, 1954; A.W. Linnane & 
J . L . Still, 1955; P . M . Nossal, D.B. K e e c h & D . J . Morton, 1956; M . F . Utter, 
D.B. K e e c h & P . M . Nossal, 1958; C R . Hebb, J . D . Montgomery & J . Slebod-
nik, 1958). Ten gevolge van beschadiging zullen in mitochondriën energierijke 
intermediairen van het type X ~ I aan hydrolyse bloot staan (C . -P . Lee & L. 
Erns te r , 1966) onder teloor gaan van de ademhalingsregulatie (vrijkomen van 
I en X voor reactie (1) en (2), par . I. 2). Daardoor hebben in dergelijke bescha-
digde mitochrondriën ontkoppelaars of ADP geen invloed meer op de ademha-
lingsactiviteit en de reductie-oxydatietoestand van de verschillende componen-
ten van de ademhalingsketen. 
3. GEÏSOLEERDE MITOCHONDRIËN 
Vitols en Linnane (1961) slaagden erin een beter mitochondriaal preparaat 
uit gist te isoleren. Dit vertoonde hogere P/O-verhoudingen voor diverse ci-
troenzuurcyclusintermediairen (P/O = 1-1,6) en aethanol (P/O = 1,2) dan de p re -
paraten van Nossal, Keech en Morton en Utter, Keech en Nossal (zie boven). 
Toegevoegd NADH werd geoxydeerd met een P / O = 1 , 1 - 1,6 en lactaat met een 
P / O = 0,6 - 0 ,7 . Opvallend was, dat voor NAD-gekoppelde substraten, zowel 
als voor toegevoegd NADH geen hogere P/O-verhoudingen werden verkregen dan 
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voor het flavoproteïne-gekoppelde substraat succinaat (P/O = 1 - 1,6). Oxydatie 
van lactaat gaf een P/O-verhouding half zo groot als die voor de andere ge-
bruikte substraten. Dit is in overeenstemming met de gedachte, dat electronen 
afkomstig van dit substraat slechts één fosforyleringstrap (nl. die tussen с en 
a„, fig. 1) zouden passeren. Uit de gelijkheid van de P/O-verhoudingen bij de 
oxydatie van eerder genoemde substraten werd geconcludeerd, dat in de geïso-
leerde gistmitochondriën de eerste fosforyleringsplaats verloren was gegaan. 
Een jaar later berichtten Linnane, Vitols en Nowland (1962) evenwel, dat 
mitochondriën uit Torulopsis utilis, geïsoleerd volgens dezelfde drast ische 
procedure als toegepast op Saccharomyces cerevisiae (celdesintegratie door 
schudden met glasparels), de theoretische P/O-verhoudingen benaderden bij 
oxydatie van intermediairen van de citroenzuurcyclus. Torulopsis utilis bleef 
in dit opzicht geruime tijd alleen staan, daar uit diverse gistsoorten nadien mi-
tochondriën geïsoleerd werden (E ndomy ces magnusii, R. A. Zvyagil'skaya en 
A.V. Kotel'nikova, 1964; Saccharomyces car lsbergensis , T. Ohnishi en B. 
Hagihara, 1964; Lipomyces lipofer, H .M.C. H e i c k e n H . B . Stewart, 1965), 
welke bij oxydatie van verschillende NAD-gekoppelde substraten P/O-verhou-
dingen beneden 2 vertoonden. Een uitzondering hierop vormden de P/O-verhou-
dingen voor de oxydatie van a-ketoglutaraat door S. car lsbergensis , waarvan 
de boven 2 liggende waarde later werd toegeschreven aan het optreden van de 
succinaat-thiokinasereactie (T. Ohnishi, K. Kawaguchi en B. Hagihara, 1966). 
Weliswaar vertoonden de mitochondriën, geïsoleerd door Ohnishi en me-
dewerkers ademhalingsregulatie als teken van betrekkelijke intactheid (par. II. 
2), maar de ademhalingsregulatieverhouding (ademhalingssnelheid in aanwezig-
heid van ADP, gedeeld door die nadat alle ADP is gefosforyleerd, zie hoofdstuk 
2) kwam voor geen van de geteste substraten boven een waarde van 2 uit en 
bleef daar meestal onder. Uitzonderingen op deze regel vormden a-ketogluta-
raat (RCR = 5 , 0 - 5 , 3 ) en NADH (RCR = 2,2), een extreem geval vormde L-lac-
taat, waarvoor geen ademhalingsregulatie werd waargenomen. Deze RCR-waar-
den zijn enkele malen lager dan die voor geïsoleerde zoogdierenmitochondriën 
zijn gevonden (S.P. Colowick & N.O. Kaplan, 1967). Dat zou er op kunnen wij-
zen, dat bij de gevolgde procedure (T. Ohnishi & B. Hagihara, 1964) toch nog 
beschadiging van de mitochondriën is opgetreden, waarvan gedeeltelijke hydro-
lyse van energierijke intermediairen van het koppelingsmechanisme het gevolg 
is geweest. 
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Dit behoeft niet in te houden , dat men daardoor ook altijd lagere P/O- verhou­
dingen krijgt dan bij hogere RCR-waarden het geval zou zijn geweest. 
Chance & Williams ( 1955 ) constateerden voor een rattenlevermitochondri-
enpreparaat, dat toevoeging van de ontkoppelaar butyl-3,5-dijodo-4-hydroxy-
benzoaat een daling van de RCR van 7 tot 1,4 veroorzaakte, zonder dat daarmee 
enige daling van de P/O-verhouding (3,0) gepaard ging. Laatstgenoemde auteurs 
meenden, dat dit een gevolg zou kunnen zijn van ATPaseremming door ADP 
(W.W. K i e l l e y & R . K . Kielley, 1953; A. Bennun, E . M . De Pahn & A.O. M. 
Stoppani, 1964). De werking van de ATPase is hier het omgekeerde van die van 
de fosforylering, die door ontkoppelaars van het type 2,4-dinitrofenol wordt ge­
stimuleerd (fig. 1, par . 1). Alhoewel een remming van de splitsing van 
een verbinding a l s C ~ I door ADP verder niet in de l i teratuur is vermeld, 
blijft het door Chance en Williams (1955) vermelde feit bestaan. 
4. VAN NAD NAAR CYTOCHROOM В 
In 1962 isoleerden Mackler, Collipp, Duncan, Rao & Huennekens (1962) een 
electronentransportdeeltje uit gist. Het deeltje kon alleen succinaat en toege­
voegd NADH oxyderen. Andere enzymatische activteiten konden niet worden aan­
getoond, noch was er sprake van fosforylering, gekoppeld aan de genoemde oxy-
daties. Beide bovengenoemde activiteiten werden geremd door antimycine A 
(1 μg/ml), cyanide (ImM), azide (10 mM, remt op dezelfde plaats als cyanide) 
en p-Cl-Hg-benzoaat (0,1 mM, remt door reactie met sulfhydrylgroepen). In 
zoverre week de ademhalingsketen van gist dus niet af van die bij hogere orga­
nismen (par. I). 
Anders lag dit voor het segment van de ademhalingsketen tussen NAD en 
cytochroom b. Seconal en amytal (2mM), waarvan vooral de laatste bekend 
staat als inhibitor in het traject van de ademhalingsketen tussen NAD en cyto­
chroom b (R.W. Estabrook, 1957; B. Chance & G. Hollunger, 1963), remden 
de ademhaling van het gistdeeltje niet. 
Amytal zou naast het electronentransport tevens het fosforyleringsmecha-
nisme op plaats 1 remmen door reactie met X ~ I . of С ~ I 1 (B. Chance, G. 
Hollunger & В. Hagihara, 1962; H.C. Hemker, 1963), maar niet de verderop 
in het schema van fig. 1 gelegen fosforylering van ADP tot ATP. Amytal remde 
daardoor wel de NADH-oxydatie door niet-fosforylerende deeltjes uit hartspier 
(R.W. Estabrook, 1957) en rattenlever (L. E r n s t e r , 1961; Т . Е . Connover, L. 
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Danielson & L. Erns te r , 1963) en ook de NADH-coenzym Q reductase (com-
plex I, Y. Hatefi, 1963), waarvan de werking evenmin met fosforylering van 
ADP gepaard gaat. Mackler en medewerkers (1962) opperden de mogelijkheid 
dat het ontbreken van remming van het electronentransport in het gistdeeltje 
zou kunnen worden toegeschreven aan een verschil in de aard van het flavine of 
zijn binding in de ademhalingsketen. Electronentransportdeeltjes uit gist 
bevatten voor 90% FAD. De flavinecomponent van een oplosbare NADH-
dehydrogenase uit runderhart was het FMN (F.M. Huennekens, S .P . Felton, 
N.A. Rao & B. Mackler, 1961). 
Voor een verschil van de ademhalingsketen van gist in het traject tussen 
NADH en cytrochroom b vergeleken met die van zoogdiermitochondriën pleiten 
tevens de onderzoekingen van Mahler, Mackler, Grandchamp & Slonimsky (1964). 
Genoemde onderzoekers vonden, dat een aantal activiteiten, waaronder NADH-
oxydase en NADH-cytochroom с reductase, niet door Seconal of rotenon, maar 
wel door antimycine A werden geremd. 
Gist stond niet alleen wat betreft zijn ongevoeligheid voor barbituraten en 
rotenon. Oxydatie van toegevoegd of extramitochondriaal gevormd NADH werd 
evenmin door amytal of rotenon geremd in mitochondriën van de skunk cabbage 
(Symplocarpus foetidus, B. Chance & D . P . Hackett, 1959), de appel (Malus syl-
ves t r i s , M. Lieberman, 1960), de white potato (Solanum tuberosum, J . T. Wis-
kich & W. D. Bonner, J r . , 1963), ademhalingspartikels van Mycobacterium 
phlei (A. Asano & A. Brodie, 1964) en intacte cellen van Hemophilus para'influ-
enzae (D.C. White & L. Smith, 1964). Het schijnt een algemeen voorkomende 
eigenschap van planten en bacteriën te zijn. In de meeste bovengenoemde ge-
vallen werd de oxydatie eveneens getest op gevoeligheid voor de remstoffen an-
timycine A, 2-n-heptyl-4-hydroxychinoline N-oxyde en zijn nonyl-aequivalent, 
die alle op dezelfde plaats in de ademhalingsketen aangrijpen, en deze bleken 
wel te remmen. Bij intacte mitochondriën bestaat evenwel een oxydatieve weg 
voor exogeen NADH, welke verloopt als aangegeven voor succinaat (fig. 1). Bij 
submitochondriale deeltjes verloopt de oxydatie van toegevoegd NADH via FpD.. 
en FpD (hoofdstuk 5, par . IV. 1). 
5. DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Uit het onderzoek, dat voor het begin van mijn eigen proefnemingen in me-
dio 1963 op het gebied van de oxydatieve fosforylering was uitgevoerd, bleekniet 
duidelijk, welke de efficiëntie was, waarmee gistmitochondriën met behulp van 
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ademhalingsenergie ADP tot ATP fosforyleerden. Zoals boven is aangegeven, 
waren slechts voor mitochondriën van Torulopsis utilis P/O-verhoudingen gro-
ter dan 2 bereikt voor de oxydatie van NAD-gekoppelde substraten, wat erop 
duidde, dat in deze gist 3 fosforyleringsplaatsen langs de ademhalingsketen 
voorkomen. 
Met betrekking tot de fosforyleringsefficiëntie in Saccharomyces cerevi-
siae bestond er een discrepantie tussen de resultaten van Vitols & Linnane (1961) 
voor mitochondriën en die van Chance (1959) voor de intacte cel. Voor geen van 
de andere onderzochte gistmitochondriën dan van Torulopsis utilis werden P / O -
waarden boven 2 gevonden voor de oxydatie van NAD-gekoppelde substraten. 
Dit kon op twee verschillende wijzen worden geïnterpreteerd: 
1) de geïsoleerde mitochondriën waren beschadigd, waardoor de fosforylerings-
efficiëntie onder de maat bleef, 
2) in vivo is een van de fosforyleringsplaatsen afwezig. 
Punt 1 was dan nog onder te verdelen in a) alle drie fosforyleringsplaatsen d ra -
gen bij tot het verl ies aan fosforyleringsefficiëntie, b) een van de fosforylerings-
plaatsen draagt voornamelijk bij tot het verl ies , zoals door Vitols en Linnane 
(1961) voor de geïsoleerde mitochondriën uit Saccharomyces cerevisiae was ge-
suggereerd. 
Doel van mijn eigen onderzoek ter bepaling van de fosforyleringsefficiëntie 
in gistmitochondriën moest dus zijn: isolering van zo intact mogelijke mitochon-
driën. Als cri terium daarvoor koos ik de aanwezigheid van ademhalingsregula-
tie. Van belang daarbij i s , dat deze wordt bepaald door het mitochondrion en niet 
verlaagd wordt door extra-mitochondriale ATPaseactiviteiten, De mitochondri-
ën moeten dus bovendien zo zuiver mogelijk zijn. 
Hoe deze beide doelstellingen werden nagestreefd, wordt in hoofdstuk 2 na-
der behandeld. Intactheid wordt bereikt door de celwand niet mechanisch doch en-
zymatisch, met behulp van een enzymmengsel uit krop en darm van de wijngaard-
slak, te desintegreren (T. Heyman-Blanchet, F . Zajdela & P . Chaix, 1959). De 
gewenste zuiverheid wordt bereikt door de gevolgde differentiële centrifugatie-
techniek. 
Hierna pas zouden uitspraken over de fosforyleringsefficiëntie te doen zijn 
(hoofdstuk 3). In dat hoofdstuk zal blijken dat zich bij een van de onderzochte mi-
tochondriënsoorten mogelijkheid 2 voordoet en wel speciaal met betrekking tot de 
eers te fosforyleringsplaats. Twee benaderingen zijn nu mogelijk om dit nader te 
bepalen, nl. via reactie met specifieke remstoffen en via andere specifieke reac-
ties (hoofdstuk 5 en 6). In hoofdstuk 5 wordt de remming van amytal, dat tevens 
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het koppelingsmechanisme zou remmen, voor mitochondriën uit de twee onder-
zochte gistsoorten nagegaan en het mechanisme van de remming vergeleken 
met dat bij rattenlevermitochondriën, welke de eers te fosforyleringsplaats be-
zitten. Tevens wordt voor een aantal andere in par . I, fig. 1, genoemde remstof-
fen de remming nagegaan. 
In hoofdstuk 6 wordt voor de gistmitochondriën geprobeerd de oxydatieve 
fosforylering op plaats 1 om te keren en wel door succinaat of a-glycerofosfaat 
als electronendonor te laten optreden en de ademhaling (via X ~ I, par . I, fig. 1) 
of ATP (in met KCN geremde deeltjes) als energiebron. Reductie van NAD geldt 
dan als aanwijzing voor het aanwezig zijn van de eers te fosforyleringstrap. Re-
ductie van NAD door Q (fig. 1) is zonder tussenkomst van С ~ I (reactie 1, par . 
I. 2) niet mogelijk. 
In de overige hoofdstukken van mijn proefschrift zullen een aantal metabole 
activiteiten en hun onderlinge beïnvloeding worden behandeld. In hoofdstuk 3 ko-
men activiteiten van de citroenzuurcyclus aan de beurt en de oxydatie van een 
aantal substraten, die daarbuiten vallen. In hoofdstuk 5 zal worden aangegeven, 
dat er voor de oxydatie van NADH twee wegen openstaan: één voor intra-mito-
chondriaal, via NAD-gekoppelde substraten, gevormd NADH en één voor cyto-
plasmatisch gevormd of toegevoegd NADH. De laatste weg verloopt als aangege-
ven voor succinaat (par. I, fig. 1). De mitochondriën oxyderen eveneens extra-
mitochondriaal NADPH en wel via een overeenkomstige weg als extramitochon-
driaal NADH. Verschillen op het dehydrogenaseniveau zullen worden besproken. 
In hoofdstuk 4 zal de oxydatie van glycolaat, glyoxylaat en formaldehyde worden 
besproken en getracht worden deze in bepaalde schema's onder te brengen. 
Hoofdstuk 7 zal factoren behandelen, die de succinaatoxydatie beïnvloeden en de 
repercussie daarvan op andere activiteiten van de citroenzuurcyclus. 
Tenslotte zal in hoofdstuk 8 de remming van de ademhaling door ATP wor-
den besproken en de invloed, die anorganisch fosfaat en ADP daarop hebben. 
Dit verschijnsel is des te opmerkelijker,omdat, hoewel ATP, ADP en P . alle bij 
de oxydatieve fosforylering zijn betrokken, de in dit hoofdstuk vermelde effecten 
waarschijnlijk niet kunnen worden toegeschreven aan de invloed van het koppe-
lingsmechanisme op de ademhaling. De mogelijke betekenis van bovengenoemd 
verschijnsel voor het celmetabolisme zal worden besproken. 
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H O O F D S T U K 2. 
MATERIALEN EN METHODEN 
I CHEMICALIËN 
Alle substraten, cofactoren en remstoffen waren handelspre-
paraten: aethanol, c i t roenzuur .H 2 0, Na-acetaat, Na-formiaat, formaldehyde 
(35% oplossing), oxaalzuur. HgO, ascorbinezuur (G. R. , E . M e r c k A . G . , Darm-
stadt); Na-pyruvaat, Na2-succinaat. 6 Η,Ο, a-ketoglutaarzuur, Na -fumaraat, 
oxaalazijnzuur, glucose-6-fosfaat-Na2, fosfo-enolpyruvaat-tricyclohexylam-
moniumzout, 3-fosfoglyceraat-Na3 of tricyclohexylammoniumzout, NAD, NADH-
Na 2 , NADP-Na. NADPH-Na4. AMP-Na 2 , ADP-Na 3 > ATP-Na 2 . 3 HgO (C. F. 
Boehrlnger & Soehne G . m . b . H . .Mannheim) ; aceetaldehyde (May & Baker Ltd., 
Dagenham); L-melkzuur (40% waterige oplossing), ATP-Na 2 . 3 Η,Ο (uit paar-
denspier), antimycine A, oligomycine (Sigma Chemical Co. , St. Louis); Na,-
DL-(ï-glycerofosfaat. 6 H 2 0 , Na-glyoxylaat. H„0 (purum), glycolzuur (purissum) 
(F lukaA.G. , Buchs); Na-DL-P-OH-butyraat, Na-malonaat, N:N:N':N'-tetra-
methyl-p-fenyleendiamine-dihydrochloride, Na-arseniet, 2,4-dinitrofenol, 
rotenon (laboratory reagents. The British Drug Houses Ltd. , Poole); dicumarol 
(bishydroxycoumarine) ( A . C . F . .Amsterdam); Na-amytal (Eli Lilly & Co. , In-
dianapolis). 
Alle zure oplossingen werden voor gebruik met 6 N KOH ge-
neutraliseerd. Oplossingen van NiNiN'rN'-tetramethyl-p-fenyleendiamine-di-
hydrochloride, ascorbinezuur, formaldehyde, aceetaldehyde, NADH, NADPH, 
ADP, ATP, Na-arseniet , dicumarol en rotenon werden vers bereid, oplossin-
gen van de andere genoemde stoffen waren in bevroren toestand bij -15 С goed 
houdbaar. Rotenon, antimycine A, oligomycine en dicumarol werden in metha-
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nol in plaats van in het gebruikelijke aethanol opgelost daar aethanol door mid-
del van in gistmitochondriè'n aanwezige alcoholdehydrogenase de ademhalings-
keten activeert . Enzymen, welke werden gebruikt voor analytische bepalingen 
(par. VI), met name lactaat-dehydrogenase, pyruvaatkinase, myokinase, glyce-
rinealdehyde-3- fosfaatdehydrogenase , fosfoglyceraatkinase, gist-alcohol-
dehydrogenase, glucose-6-fosfaatdehydrogenase en glutamaatdehydrogenase, 
waren suspensies in 2-3 , 3 M ammoniumsulfaatoplossing, in de handel gebracht 
door Boehringer & Soehne. Het bij de isolering van gistmitochondrign (par. Г ) 
en bij de meting van de oxydatieve fosforylering (hoofdstuk 3) gebruikte runder-
serumalbumine was een product van de hoogste zuiverheid (Behringwerke A . G . , 
Marburg Τ .ahn). 
II GISTSOORTEN, KWEEKMETHODE 
Mitochondriè'n van 2 gistsoorten van verschillende geslachten, 
Saccharomyces en Candida, werden in deze studie met elkaar vergeleken. Sac-
charomyces carlsbergensis (British National Collection of Yeast Cultures, 
type 74) was een geschenk van Dr. Т . Н . Rozijn en Dr. G . J . M . Tonino, Labora­
torium voor Fysiologische Chemie, Rijksuniversiteit te Utrecht. Candida utilis 
(C. B. S. No. 621) werd betrokken van het Centraal Bureau voor Schimmelcul­
tures te Delft). 
De gist werd gekweekt in driehalskolvenvan 3 1 inhoud, voor­
zien van een ingeslepen inleid-en uitleidbuis voor aè'ratie en een derde opening 
voor het inoculeren (fig. 1). Elke kolf bevatte 2 1 kweekmedium, dat per 1 aqua 
dest . bevatte: 6g glucose, 6 ml 60% Na-lactaat, 5 g bactopepton (Difco), 2, 5 g 
gistextract (Difco), 2 g KH 2 P0 4 , 6 g (NH4)2S04 , 0,25 g MgS04 en 0,25 g 
CaCl, . Daarnaast werden cultuurbuizen (zie fig. 1) met een vaste voedingsbo-
dem in voorraad gehouden. Deze bevatten ca. 5 ml medium per buis. De samen-
stelling daarvan was hetzelfde als van het vloeibare kweekmedium, behalve, dat 
het glucosegehalte was verhoogd tot 20 gA en 45 g/l moutagar (Difco) onder 
verwarming in oplossing was gebracht. De media werden gedurende 15 min bij 
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121 С (onder 1,2 kg/cm druk) in een Amsco Europ autoclaaf nat gesteri l iseerd. 
Tijdens het s ter i l i seren bevatten de driehalskolven in hun inoculeeropening een 
watten prop omhuld door gaas. 
De cultuurbuizen waren met speciale metalen sterilisatiekappen 
afgedekt (zie fig. 1), die een gemakkelijk ontsnappen van de overdruk na s ter i­
l iseren mogelijk maakten. Zij werden rechtopstaande in een rek gesteri l iseerd 
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Fig. 1 Opstelling voor het kweken van gist in de warme kamer bij 30 C. Betekenis der symbolen: 
ck = cultuurkolf, Г = luchtinlaat, la = luchtafvoer via spk en Er naar de afzuigkraan links 
(niet zichtbaar), spk = spinnekop met aansluitmogelijkheid voor diverse kolven. Er = terugslag-
Erlenmeyer, eb - cultuurbuis met vaste cultuur, sk = sterilisatiekap, en - entnaald, io - inocu-
latieopening. 
en na deze behandeling bij kamertemperatuur of in de koude kamer onder een 
flauwe hoek neergelegd om de agar te laten stollen. De gesteri l iseerde media 
waren in de koude kamer ( 0 - 4 C) minstens een maand lang houdbaar. De gist 
werd op het vaste voedingsmedium voorgekweekt ( 3 etmalen bij 30 C) en was 
niet meer dan 6 etmalen oud voordat ze met behulp van een entnaald (fig. 1) op 
de vloeibare voedingsbodem werd overgeënt (1 inoculatie per 1). P e r kweek 
werd 4 1 ingezet. Hiervoor waren 2 buiscultures nodig. De kolven werden na in-
oculatie gedurende 16 uur door afzuigen van lucht via de uitleidbuis, een spin-
nekop en een terugslag-Erlenmeyer (fig. 1) door een voluit openstaande afzuig-
kraan geaëreerd. De kolven stonden in de warme kamer (30 C) opgesteld en 
hadden de tijd gekregen om de temperatuur van de omgeving aan te nemen voor-
dat werd geënt. Beide gisten werden op dezelfde manier gekweekt. 
De volgende punten waren bij de kweekmethode van belang: 
1. Glucoseconcentraties in het cultuurmedium boven 1% veroorzaken degenera-
tie en repress ie van mitochondriën. 
Verschillende mitochondriale activiteiten zoals succinaatdehydrogenase, 
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succinaat-cytochroom с reductase, NADH-cytochroom с reductase, NADH-oxy-
dase, waarvan speciaal succinaat-cytochroom с reductase, vertonen dan een 
duidelijke daling (G. Schatz, 1963). De mitochondriën hebben dan vrijwel geen 
cristae (A.W. Linnane, 1964). Door ons werd daarom een glucosegehalte van 
0,6% gekozen. 
2. De kolfculture dient maximaal te worden geaè'reerd. Biggs en Linnane (1963) 
vonden verlaging van het aantal cr is tae per mitchondrion, van het cytochroom-
gehalte en van de activiteiten van de succinaat-, NADH- en a-glycerofosfaat-
dehydrogenase zowel als de daarmee verbonden oxydaties bij lage aëratie (min-
der dan 0, 33 1 lucht/l medium χ min bij 30 C). 
Geaëreerd werd in mijn geval met een luchtstroom van 240-270 1 per uur (ge-
meten met een flowmeter) door 4 1 medium, dat is driemaal de stroomsnelheid, 
waarbij Biggs en Linnane de samenstelling van het electronentransportsysteem 
onafhankelijk vonden worden van de aërat ie snelheid. 
3. Bij massacultures in de kolven dient geen gist ouder dan 6 dagen te worden 
geënt. Speciaal Saccharomyces carlsbergensis leverde lagere opbrengsten wan-
neer de voorkweek in de cultuurbuizen ouder was dan 10 dagen. Mogelijk wordt 
bij veroudering van cellen de exponentiële fase steeds later bereikt. Bij het 
overenten van de ene buis op de andere was de ouderdom van minder belang, 
mits de buiscultuur niet langer dan een maand bij 0-4 С was bewaard (kweek 
van 3 etmalen bij 30 C). De periode van 3 dagen op een voedingsbodem met 2% 
glucose en bij 30 С bleek lang genoeg om een cultuur te kweken, die voldoende 
groot was om daarvan enkele malen te kunnen overenten. De normale opbrengst 
van een 16-urige kolfculture, onder condities als boven beschreven, was bij 
Saccharomyces carlsbergensis 17g/4 1 en bij Candida utilis 25g/4 1. 
ΠΙ ISOLATIE VAN GISTPROTOPLASTEN 
1. INLEIDING 
Voor ons doel was het nodig zo intact mogelijke gistmitochon-
driën in handen te krijgen. Een cri terium voor de mitochondriale integriteit 
is de ademhalingsregulatie (hoofdstuk 1, 1.4 en II .2) . 
Mitochondriën uit gist, die geiTsoleerd waren na drast ische desintegratie van 
cellen door schudden met glasparels (E. Vitols & A.W. Linnane, 1961; A.V. 
Kotel'nlkova & R. A. Zvyagll'skaya, 1963) of door gebruikmaking van de French 
press (B.R.Roy, 1964 ), hadden deze eigenschap ver loren. 
28 
Mitochondiiën, geïsoleerd uit gist, waarvan de celwand met behulp van een en-
zymmengsel uit krop en darm van de wijngaardslak was verwijderd, vertoon-
den wel ademhalingsregulatie (T. Ohnishi & B. Hagihara, 1964; par . VI, fig. 
14 en hoofdstuk 3). Bij deze procedure kunnen twee verschillende vormen ont-
staan: protoplasten of sferoplaten. Beide zijn bolvormig, maar onderscheiden 
zich in hun gedrag tijdens homogenisatie: protoplasten kunnen gehomogeniseerd 
worden met een messenhomogenisator in isotonisch milieu, sferoplasten d ie-
nen in hypotoon milieu gelyseerd te worden. Saccharomyces carlsbergensis l e -
vert protoplasten, terwijl uit Candida utilis sferoplasten ontstaan. 
Vanwege het belang van het verkrijgen van proto-of sferoplas-
ten onder gebruikmaking van het slakkenenzym, zal deze methode hieronder 
worden besproken. Vragen, die zich daarbij voordoen, zijn: "is deze methode 
op alle gistsoorten in alle stadia van hun groei toepasbaar ?", "tast het slak-
kenenzym niet ook het protoplasmamembraan aan?" Beide vragen komen neer op 
een vraag naar de samenstelling vandegistcelwandenhetprotoplasmamembraan 
en op een vraag naar het patroon van hydrolytische activiteiten in het slakken-
enzymmengsel. 
2. GEBRUIK VAN DARM-EN KROPSAP VAN DE WIJNGAARDSLAK (HELIX 
POMATIA) VOOR DE BEREIDING VAN GISTPROTOPLASTEN (OF SFERO-
PLASTEN) 
Giaja (1922) beschreef voor het eers t een algemene methode 
om celwanden van gist op te lossen zonder de inhoud van de cel te desorganise-
ren met behulp van kropsap van de wijngaardslak. In 1957 stelden Eddy 
en Williamson een voorschrift op ter bereiding van protoplasten uit cy-
tase-gevoelige stammen van de gistsoorten Saccharomyces carlsbergensis en 
Saccharomyces cerevisiae. Cytase-activiteit is het celwandoplossend vermo-
gen van een enzym of enzymmengsel, i. c . , dat voorkomend in het darmsap 
van de slak Helix pomatia (W. Biedermann & P . Moritz, 1898). De term 
cytase-gevoelig duidt op de aantastbaarheid door dit enzym. 
Door behandeling van jonge gistcellen (18 uur oude kweek) met 
0 ,1% drooggevroren darmsap van Helix pomatia in een buffer, bevattende 
0,005 M citraat-fosfaat (pH 5,8) en 0,55 M rhamnose, werd bij een celdicht-
heid van ca. 10 cellen/ml na 5 uur bij 25 С een rendement van 90% aan proto­
plasten verkregen. Slechts bij jonge cellen was het proces aflopend. Werd i . p . 
v. een niet-metaboliseerbare suiker, zoals rhamnose, een metaboliseerbare 
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suiker, zoals glucose als isotonische stabilisator gebruikt, dan trad snelle lyse 
van de gist tijdens vertering van de celwand door het slakkenenzym op. 
Later (A.A. Eddy & D.H. Wiliamson, 1959) werd de methode 
gemodificeerd door 1) mannitol i .p .v . rhamnose te gebruiken, 2) het experi­
ment bij 30 С i .p .v . bij 25 С uit te voeren en 3) 0,5% drooggevroren slakken-
enzympreparaat i .p .v . 0,1% te gebruiken. Onder deze condities werd meer dan 
90% van de cellen van Saccharomyces carlsbergensis (B. N. C. Y. C. stam 74) in 
2-3 uur in protoplasten omgezet. 
3. BOUW EN SAMENSTELLING CELWAND GIST 
De celwand van gist bestaat uit een glucan-eiwit-mannancom-
plex, waarvan het mannosepolymeer mannan aan de buitenzijde is gelegen, het 
glucosepolymeer glucan in m e e r naar binnen gelegen regionen is gelocaliseerd 
(B, Mundkur, 1960, J .W. Millbank & R.M. Macrae, 1964; S. Nagasaki, N . P . 
Neuman, P . Arnow, L.D. Schnäble & J . O. Lampen, 1966). Het eiwit dient als 
bindend bestanddeel tussen de beide polysaccharideketens (G. Kessler & W. J . 
Nickerson, 1959; W.J . Nickerson, 1963), waarschijnlijk via glucosamine (E.D. 
K o r n & D . H . Northcote, 1960; J . O . Lampen, 1968). In het mannan komen als 
onderdeel van de polymannoseketenQf-(l-6)-fosfodiësterbruggenvoor, het s t ruc -
turele eiwit bevat door cysteïneresiduen gevormde disulfidebruggen. Beide 
soorten bruggen zijn bepalend gebleken voor de snelheid en mate waarmee met 
behulp van het slakkenenzympreparaat uit gistcellen proto-of sferoplasten zijn 
te vormen (par. IH. 5. b). 
Naast het glucan-eiwit-mannancomplex komen als bestandde-
len van de celwand nog chitine en lipide voor. Chitine blijkt in S. cerevisiae ge-
concentreerd te zijn in de littekens, die op de moedercel achterblijven na knop-
vorming (J .S . D. Bacon, E.D. Davidson, D. Jones & I. F. Taylor, 1966). Daar-
naast is het mogelijk, dat in chitinerijke cellen, zoals van het genus Endomyces 
(D.R. Kreger, 1954), een grotere structurele rol aan het N-acetylglucosamine-
polymeer is toebedeeld. De localisatie van lipiden in de celwand structuur is nog 
niet bepaald. 
4. SAMENSTELLING CELMEMBRAAN. 
Slechts weinig is bekend over dit onderwerp, daar zuivering 
van celmembranen na gereguleerde lyse van protoplasten, in aanwezigheid 
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van Mg als stabiliserende factor, en dan nog alleen van Candida util i s van r e -
cente datum is (S. Gascon, A.G. Ochoa & J . R . Villanueva, 1965; C.Garcia 
Mendoza & J . R. Villanueva, 1967). 
Naast de te verwachten hoofdcomponenten eiwit en lipiden ko-
men kleine hoeveelheden koolhydraat (resten van de celwand ?) en RNA, maar 
geen DNA voor. Partikels, mogelijk ribosomen, zijn te zien in elektronenmicros-
copische opnamen van celmembranen van C.utilis (S. Gascon et al . , 1965) en 
in een oppervlakte aanzicht van het celmembraan in droogvriescoupes van S. 
cerevisiae (H. Moor & K. MOhlethaler, 1963). 
5. ENZYMACTIVITEITEN IN HET DARMSAP VAN HELDC POMATIA EN AF-
BRAAK GISTCELWAND. 
a. Enzymactiviteiten 
Met de enzymatische samenstelling van het k rop- en da imsap 
van Helix pomatia is voor een groot deel aan de eis voldaan, dat daarme de che-
mische bindingen, welke in de structurele celwandbestanddelen voorkomen, kun-
nen worden afgebroken. In het darm sap komen zowel endo- als exo- 0 - ( l -3)-glu-
c a n a s e - a l s endo-en exo-ß-(l-6)-glucanaseactivitei t voor ( F . B . Anderson & 
J . W. Millbank, 1966), waarmee respectievelijk de z i j - en hoofdketens van het 
glucosepolymeer (D.J. Manners & J . C . Patterson, 1966) kunnen worden afge-
broken. Slechts wordt endo-mannanaseactiviteit aangetroffen, daar na enzyma-
tische hydrolyse van het mannosepolymeer geen monosaccharide aantoonbaar is 
(J. Giaja, 1914; A.A. Eddy, 1958; F . B . Anderson & J .W. Millbank, 1966). 
Chitine kan worden afgebroken door het aanwezige chitinase (P. Kar rer & A. 
Hofmann, 1929; F. L. Myers & D.H. Northcote, 1958). 
Naast bovengenoemde en tal van hier niet te bespreken poly-
glycoside- en oligoglycoside-hydrolaseactiviteiten (M. Holden & M.V. Tracey, 
1950; F . L. Myers & D. H. Northcote, 1958; M . P . Thirlwell, G.A. Strasdine 
& D. R. Whitaker, 1963) komen in het darmsap nog voor fosfo-esteraseactivl-
teiten (P. Kar re r & R. Freuler , 1926;F.B. Anderson & J . W. Millbank, 1966), 
llpolytische activiteiten (W. Kuntara, 1934; E. F e r r e r i , 1958) en proteolytische 
activiteiten (G. Hörstadius-Kjellstrom & S. Hörstadius, 1940; E. Graetz, 1929; 
E. F e r r e r i , 1962; B. Rosén, 1935). Op de eventuele rol van fosfo-esteraseac-
tiviteit bij de celwandafbraak -wordtonder b (Mechanisme van de celwandafbraak) 
ingegaan. De proteolytische activiteiten zijn zeer gering en e r valt geen invloed 
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van te verwachten voor een Proteolyse van het celwandeiwit. De lipolytische 
activiteit in het darmsap van Helix pomatia neemt sterk af naarmate de vetzu-
ren, die met glycerol veresterd zijn, langer zijn. E r valt dus van deze activiteit 
voor de integriteit van het protoplasmamembraan, waarin men zich es te r s van 
glycerol met hogere vetzuren aanwezig denkt,weinig te vrezen. De andere in 
het slakkenenzym aangetroffen activiteiten hebben voor zover bekend (C. Garcia 
Mendoza &. J .R . Villanueva, 1967) geen invloed op de integriteit van het proto-
plasmamembraan . 
b . Mechanisme van de celwandafbraak 
Voor de enzymatische afbraak van de gistcelwand zijn de volgen-
de twee chemische factoren in de wand bepalend gebleken: 
1) het gehalte aan fosfodiësterbindingen in het mannan. 
2) het aantal tot thiolgroepen openge splitste di sulfidebruggen in het structurele 
eiwit (mate van dekeratinisatie). 
De invloed van het gehalte aan fosfodiësterbindingen in het 
mannan blijkt uit de evenredigheid tussen het fosforgehalte van de celwand en de 
snelheid van afname van de troebeling van celwandsuspensies van verschillende 
gistsoorten en -stammen o. i. v. vertering door het slakkenenzympreparaat 
(A.A. Eddy, 1958). De door mij gebruikte S.carlsbergensis (В. N. С. Y. С. , 74) 
is een voorbeeld van een stam, waarbij een relatief hoog fosforgehalte in de cel­
wand gecorreleerd is met een snelle afbraak daarvan (A.A. Eddy, 1958), en een 
gerede protoplastvorming (J.W, Millbank & R. M. Macrae, 1964). Daar fosfaat 
alleen voorkomt in de mannancomponent en mannan aan de buitenkant van de 
celwand is gelegen, zal de enzymatische werking pr imair dus daarop zijn ge­
richt. De opensplitsing van het mannan vindt waarschijnlijk niet plaats in de 
fosfodiësterbinding , daar fosfodiësteraseactiviteit in het slakkenenzymprepa-
raat buiten de fractie valt, die verantwoordelijk is voor de cytaseactiviteit 
(F .B . Anderson & J . W. Millbank, 1966). Mogelijk vindt hydrolyse plaats van 
de mannopyranosyl- mannopyranosebinding naast de fosfodiësterband, zoals 
voor "PR-factor" uit Bacillus circulans cui tuurf il traten gevonden is (J .O. Lam-
pen, 1968) 
De invloed van dekeratinisatie blijkt uit de waarneming van 
Duell et al (1964), dat pretbcubatie van cellen van S. cerevisiae uit de stationaire 
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fase met mercaptoaethanolamine de opbrengst aan sferoplasten verhoogde. 
Daar deze werking van mercaptoverbindmgen even groot is na 
uitwassen daarvan (R. Davies & P.A. Elvin, 1964; M. Burger, E. E. Bacon & 
J . S. D. Bacon, 1961), betreft het hier geen stimulering van de werking van het 
elakkenenzym. Veeleer hebben we te maken met een dekeratlnisatie van disul-
fidebruggen in het celwandeiwit, waardoor dit door inwerking van het slakken-
enzympreparaat aan de celperiferie tezamen met de mannanbrokstukken In op­
lossing kan gaan (A.A. Eddy, 1958). Nadat het mannan-eiwit-complex van de 
celwand in oplossing is gegaan, heefthet slakkenenzym vrij spel met de zich 
daarachter bevlndenden glucanlaag. 
Evenals bij mannan gaat ook glucan als polymeer in oplossing, 
maar wordt daarna tot het monosaccharide afgebroken (A.A. Eddy, 1958). 
с. Protoplastvorming 
Veelvuldig is opgemerkt, dat uit delende cellen in de vroege 
logfase onder invloed van het slakkenenzympreparaat en celwandlyserende en­
zymen van bacteriële origine gemakkelijker protoplasten kunnen worden v e r -
kregen dan uit rustende cellen in de stationaire fase (A.A. Eddy & D.H. Wil-
liamson, 1957; H. Holter & P . Ottolenghi, 1960; С. Garcia Mendoza & J . R . 
Villanueva, 1962;E.A. Duell, S. Inoue & M. F. Utter, 1964; S. Gasean, A.G. 
Ochoa & J . R . Villanueva, 1965). Dit verschijnsel is waarschijnlijk toe te 
schrijven aan een verschil in keratinisatie van het celwandeiwit bij jonge en 
oude cellen. Bij celwanden van S. carlsbergensis uit de vroeg-logarithmische fase 
(16 uur) ging onder invloed van het slakkenenzymmengsel of een celwandlyseren­
de fractie daaruit (fractie C) het gros van het materiaal in oplossing, terwijl 
bij wanden van cellen uit de stationaire fase (42-50 uur) een mannanrijk onoplos­
baar residu achterbleef ( F . B . Anderson & J .W. Millbank, 1966). Na voorbe­
handeling met mercaptoaethanol en uitwassen daarvan ging laatstgenoemd residu 
o. i.V. fractie С in oplossing. Kennelijk heeft hier dekeratlnisatie van S-S-brug-
gen in het structurele eiwit plaatsgehad. Niet altijd is bovenstaand verband tus­
sen cultuurfase en cytasegevoeligheid aanwezig. Cellen van S. fragilis en C. 
utilis uit de logfase behoeven voor sferoplastvorming onder invloed van het 
slakkenenzympreparaat eveneens preïncubatie met mercaptoverbindingen 
(R. Davies & P .A. Elvin, 1964; T. Ohnishi, G. Sottocasa & L. Erns ter , 1966). 
Als antwoord op de in de INLEIDING gestelde vraag, of het 
slakkenenzympreparaat voor bereiding van protoplasten uit alle gistsoorten in 
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alle stadia van hun groei bruikbaar i s , kan het volgende worden opgemerkt. Voor 
zover de mate van keratinisatie een beperkende factor is bij het vormen van 
sferoplasten kan preïncubatie met mercaptoverbindingen deze moeilijkheid op-
heffen. 
Beperkend blijft dan het gehalte aan fosfodiësterbindingen 
in het mannan. Daarnaast komen enkele gistgeslachten voor, die het polygalac-
tosepolymeer galactan als celwandbestanddeel bezitten, met name Rhodotorula-
en Sporobolomycessoorten (E.M. Crook & J . R . Johnston, 1962; H . P . Yelinov 
&G,A. Vitovskaya, 1965; M. E. Slodki, 1966). Het is te verwachten, dat hieruit 
moeilijk, zo niet onmogelijk, protoplasten zijn te vormen, omdat het slakken-
enzympreparaat de a -D-galactopyranosyl-(l - 6)-oi-D-galactosebindingen,die 
van galactan een belangrijk bestanddeel uitmaken, moeilijk splitst (Μ. Ρ . Thir l-
well, G. A. Strasdine & D.R. Whitaker, 1963). Het is in verband hiermee van 
belang bij het kweken van gist koolstofbronnen te vermijden, die galactose be­
zitten, daar hiermee moeilijk te hydrolyseren celwanden kunnen worden ge­
vormd bij gistsoorten.die anders een sterke cytasegevoeligheid bezitten zoals 
5. car lsbergensis (H. Holter & P. Ottolenghi, 1960). De samenstelling van 
het cui tuur medium, met name de fosfaatconcentratie, kan tevens het gehalte 
aan fosfodiësterbindingen in het mannan en daarmee de cytasegevoeligheid 
van de cellen bepalen (A.A. Eddy & A.D. Rudin, 1958; A.A. Eddy, 1958), zo-
dat voldoende fosfaat (enkele grammen KH-PO./ l ) in het cultuurmedium aan-
wezig moeten zijn. 
6. ISOLATIE VAN HET DARM- EN KROPSAP VAN DE WIJNGAARDSLAK HELIX 
POMATIA 
De enzymatische inhoud van krop en darm van Helix pomatia 
is een secreet van de op de krop liggende speekselklieren en de middendarm-
klier, die in de gewonden schaal ligt (fig. 2). De dieren hadden tevoren groente 
(sla, andijvie) gegeten, omdat dit de darmsapsecret ie bevordert. ббг de iso­
latie van het secreet werden de dieren 24 uur gehongerd ter verwijdering van 
onverteerde voedselresten, die het verteringssap voor een groot deel vasthou­
den, waardoor de opbrengst vermindert. De isolering verloopt als volgt: de 
schaal van de slak wordt door een slag met een hamer op de spits gebroken, 
waarbij men zorg draagt tevens de spil te breken. De schaaldclen laten zich 
dan gemakkelijk verwijderen. De zich in de schaal bevindende mantel (fig. 2) 
is aan de spil gehecht. Het is zaak deze aanhechting voorzichtig los te trekken, 
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Fig 2 Bouw van de slak Helix pomatia \an de inwendige organen zijn alleen die weergegeven, die 
bij de isoleringstechniek van krop- en darmsap van belang zijn. 
omdat anders de zich binnen de mantel bevindende darm wordt beschadigd en de 
inhoud wegloopt. Na verwijdering van de schaal neemt men de mantel vast en 
scheurt deze open, alsof men een "opgewonden veer uit trekt" . Daarbij komt de 
donker gekleurde darm naar buiten, die men vervolgens verder uit het lichaam 
trekt. Dan wordt de darm bij de slokdarm of bij de aanhechtingsplaats aan de 
middendarmklier afgebroken en laat men het verteringssap in een met ijs gekoel­
de Erlenmeyer stromen. Alle verdere handelingen verlopen onder koeling (0-4 C) 
van het preparaat . 
Het verzamelde krop- en darmsap van c a . 1000 slakken werd 
grof gefiltreerd door gaasdoek en 10 min bij 20. 000 g gecentrifugeerd. De su­
pernatant werd met gedestilleerd water tot 3 1 verdund en in 250 ml porties bij 
0 С tegen 3 1 gedestilleerd water zonder roeren gedialyseerd. De dialyse werd 
uitgevoerd in 4 perioden van 8 uur. Na 8 uur werden de dialysehulzen en het water 
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vervangen. De enzymoplossing behield bij de dialyse haar bruine kleur, waar-
schijnlijk door de aanwezigheid van het macromolecuul helicorubine (J. Keilin, 
1956, 1957) 
Alle voorzorgen, zoals de verdunning van het enzymmengsel, 
dialyse bij 0 C, alsmede vernieuwing van de dialysehulzen na 8 uur, waren no-
dig In verband met de cellulolytische werking van enzymen in het krop-en da rm-
sap op de dialysehulzen, die uit cellofaan bestaan. 
Het gedialyseerde preparaat werd gelyofiliseerd en leverde 
in totaal ca. 60 g poeder op (waarvan 90% eiwit, betrokken op runderserumal-
bumine als standaard). Dit poeder werd voor de bereiding van gistprotoplasten 
aangewend. 
IV ISOLATIE VAN GISTMITOCHONDRIËN. 
Bij de isolatie van de gistmitochondriKn werd de volgende p ro -
cedure toegepast (fig. 3): uit de gewassen gist werden met behulp van het slak-
kenenzympreparaat proto- of sferoplasten bereid. Deze werden gewassen en ge-
desintegreerd. Uit het homogenaat werd door gefractioneerde centrifugatie het 
mitochondriale preparaat verkregen en gezuiverd. Door centrifugatie bij 1200 g 
werden intacte cellen, protoplasten, celdebris en kernen neergeslagen. Centri-
fugatie bij 9000 g deed de mitochondrign neerslaan. 
1. BEREIDING VAN PROTOPLASTEN. 
De gistculture werd, na een aërobe kweekperiode van 16 uur 
bij 30 C, gedurende 20 min bij 2000 g in een Stockcentrifuge (W. Stock, Ma-
schinenbau KG, Marburg/L.) afgecentrifugeerd. Het sediment werd gewassen 
zoals in het isoleringsschema voor de gistmitochondriën (fig. 3) is aangegeven. 
Onder water wordt hier verstaan aqua bidest en alle in dit schema genoemde op-
lossingen waren gemaakt in met behulp van kwartsapparatuur (Heraeus-Quarz-
schmelze G . m . b . H . , Hanau am Main) bereide aqua bidest. Bij de hier en ve r -
der in fig. 3 gevolgde centrifugatieprocedure werd gebruik gemaakt van de 
Lourdes "Beta-Fuge" met bijbehorende 9 RA rotor. 
Hierna volgde enzymatische hydrolyse van de gistcelwand met 
behulp van het slakkenenzympreparaat. Vorming van protoplasten werd na de in-
cubatieperiode microscopisch gecontroleerd. Daar de protoplasten bolvormig zijn 
in tegenstelling tot de intacte cel, welke ovaal i s , valt gemakkelijk een schatting 
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gist (na oogsten bij 2000 g, 20 min) 
3200 g, 5 min. 4 χ (1 χ wassen met water en daarna 3 χ met 1 M sorbitol in 
10 mM KH PO -buffer. pH 5, 8) 
gewassen gist 
lOVo suspensie in incubatiemedium : 1 M sorbitol in 10 mM KH PO -buffer. pH 5. 8,+ 0,5%gedialyseerd 
о 
en drooggevroren slakkendarmsap, 90 min incubatie bij 30 С 
van hieraf 
1200 g, 5 mm 
ι ' 
gesedimenteerde protoplasten 
1200 g, 5 min, 2 χ (wassen met 1 M sorbitol in 10 mM KH PO -buffer, pH 7) 
gewassen protoplasten 
ca 15% suspensie van protoplasten in homogenisatiemedium : 10 mM Tris-KH PO (molaire verhouding 
8 : 17) in 1 M sorbitol + 0, 5 mM EDTA + 0, 05% runderserumalbumine, pH 7 
10 sec homogenisatie op topsnelheid in MSE Atomix homogenisator 
bij 0-4 С 
homogenaat 
1200 g, 5 min 
sediment verworpen 
sediment verworpen 
supernatans 
9000 g, 10 min 
sediment, gesuspendeerd in homogenisatiemedium 
1200 g, 5 min 
supernatans 
9000 g, 10 min 
sediment, gesuspendeerd in homogenisatiemedium 
1200 g, 5 min 
sediment verworpen supernatans 
1200 g, 5 mm. zo vaak herhaald, dat geen 1200 g 
-sediment meer neersloeg 
gezuiverd supernatans 
[ 9000 g, 10 min 
sediment, gesuspendeerd in homogenisatiemedium (ca. 20 mg 
mitochondnaal eiwit/ml, wordt gebruikt voor experimenten). 
Fig. 3. Isoleringsschema van mitochondrien van Saccharomyces carlsbergcnsis (B.N.C.Y.C., 74) 
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te maken van het percentage gevormde protoplasten. Voor een goede opbrengst 
zijn een aantal factoren van belang: pH, buffersterkte en -samenstelling, osmo-
tische concentratie, temperatuur en concentratie van het slakkenenzymprepa-
raat . 
Als pH werd 5, 8 gekozen, in overeenstemming met de door 
Eddy & Williamson voor dit doel gebruikte pH. Dit is de pH, waar-
bij de cytaseactiviteit optimaal is (M. Holden, 1950; A.A. Eddy, 1958) en sta-
biel (M. Holden & M. V. Tracey, 1950). Als buffersysteem werd fosfaat geko-
zen en niet ci traat (A.A. Eddy, 1957) of maleaat (T. Ohnishi & B. Hagihara, 
1964; T. Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagihara, 1966) omdat het potentiële 
r e m m e r s zijn van de citroenzuurcyclus (V. Massey, 1953). De ionensterkte 
van het homogenisatiemedium ligt binnen de door Holden, P i r i e & Tracey 
(1950) opgegeven grenzen (Γ/2 = 0,005 - 0,02) voor een maximale cy­
taseactiviteit . 
De gekozen incubatietemperatuur van 30 C, welke ook door 
Eddy & Williamson (1959) werd aangehouden,ís een gemiddelde van optima, die 
voor de hydrolyse van verschillende suikers zijn gevonden (N. Postma, W. L. 
Vetter & J . H . M . Witmer, 1949).De osmotische concentratie van het incubatie-
medium was ook van groot belang. Zoals uit fig. 4 blijkt, vond tijdens incubatie 
van Saccharomyces carlsbergensis met 1,5% slakkenenzympreparaat een snelle 
cellyse plaats zonder dat daarmee een sterke daling van de ademhaling gepaard 
ging. Bij nader onderzoek bleek deze lyse op rekening geschreven te kunnen wor-
den van een te lage tonici teit van het incubatiemedium volgens Eddy (1957). 
Geleidelijke verhoging van de osmotische concentratie met sorbitol leverde bij 
1,0 M een maximale opbrengst aan intacte protoplasten op (fig. 5). Een verband 
tussen de osmotische condities binnen de cel en de kweekmethode lijkt aanwezig. 
Saccharomyces carlsbergensis , die op een hogere glucoseconcentratie (2%) dan 
de hier gebruikelijke (0,6%) was gekweekt en waarbij de cultuur slechts door 
roeren in contact met de lucht was gehouden (lage aëratiecondities), leverde 
protoplasten op, die in 0, 55 M mannitol nog voor 72% osmotisch stabiel bleken. 
Bij de volgens par. II gekweekte gist is dit percentage 20% (fig. 5 en 6). 
Bij alle verdere bewerkingen werd een bufferoplossing gebruikt, 
welke door toevoeging van 1 M sorbitol isotonisch gemaakt was. Sorbitol heeft 
het voordeel boven mannitol van een grotere oplosbaarheid, waardoor het niet bij 
0 С uitkristal l iseert . Saccharose (1 M) daarentegen heeft het bezwaar van een 
te hoge viscositeit in het gebied van 0-5 С (0,056-0,068 poise, С. de Duve, 
J . Berthet & H. Beaufay, 1959, tegen 0,029 voor 1 M sorbitol) en van een te 
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Fig 4 Verloop van het celaantal/ml van S. carlsbergensis gedurende incubatie met het slakkenenzym-
preparaat (1,5%) in citraat (10 mM)- fosfaat (10 mM) buffer, pH 5,5, in 0,55 M mannitol bij 
30 С Cellen werden geteld in een Bürker telkamer na verdunning van monsten uit het incu-
batiemengsel met 20 mM triaethanolamine (TRA), p H 7 , 4 , in 0, 55 M mannitol De boven-
ste curve geeft het verloop van de ademhaling weer van 1,5 ml monsters uit het incubatie-
o 
mengsel, gevoegd bij 2 ,5 ml bij 21 С met lucht verzadigd medium (20 mM TRA, pH 7,4, in 
0,55 M mannitol) in aanwezigheid van 2,5 mM glucose, 10 mM K-fosfaat, pH 7,4, en 5 mM 
MgCl De respiratie werd polarografisch bij 21 С gemeten. 
hoog soortelijk gewicht (l,134g/ml, C. de Duve, J . Berthet & H. Beaufau, 1959, 
tegen 1,062 g/ml voor 1M sorbitol), waardoor 4,5 χ zo lange centrifugatietijden 
of 2,1 χ zo hoge toerentallen nodig zouden zijn. 
Zoals verwacht mocht worden heeft ook de concentratie van 
het slakkenenzympreparaat grote invloed op de bereiding van protoplasten. Fig. 
6 vertoont de afname van het aantal hele cellen bij incubatie met 0,25 en 0, 5% 
slakkenenzympreparaat in 10 mM K-fosfaat in 0, 55 M mannitol. In aanwezig­
heid van 0, 25% slakkenenzympreparaat blijkt na 120 min 50% der cellen nog vol­
doende celwand over te hebben om in 0,55 M mannitol, maar niet in water, zijn 
stabiliteit te bewaren. In aanwezigheid van 0, 5% slakkenenzympreparaat is e r 
een meer parallel verloop van de cellyse in 0, 55 M mannitol en H„0. De cel-
lyse loopt hier na ca. 60 min af, electronenoptisch is dan geen celwand m e e r 
waarneembaar. In verband met het feit, dat 0,25% slakkenenzympreparaat, 
zoals uit fig. 6 valt op te maken, binnen de meetperiode van 2 uur nog te veel 
celwandmateriaal onaangetast laat, is incubatie met 0, 5% van het preparaat ge­
kozen. 
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Fig 5 Percentage intacte protoplasten na incubatie van een 10%-ige celsuspensie van S carlsbergen-
sis met \% slakkenenzympreparaat m media met oplopende sorbitolconcentratie, gebufferd 
met 10 mM K-fosfaat, pH 5 , 8 . Incubatietemperatuur 30 oC Voor en na incubatie (ca 90 mm) 
werden celtellmgen gedaan op 200-voudige verdunningen van monsters uit de celsuspensie, a 
duidt op tellingen in 10 mM Tris, pH 7 ( in sorbitoloplossmgen, aequimolair met de concentratie 
in het incubatiemedium, b zijn tellingen in 10 mM Tris, pH 7, in aqua bidest, с zijn tellingen 
vóór incubatie met het slakkenenzympreparaat, a en b na incubatie De open en gesloten sym 
bolen duiden twee verschillende experimenten aan 
2. WASSEN VAN PROTOPLASTEN 
Het slakkenenzym werd na de incubatieperiode met 10 mM fos-
faatbuffer, pH 7,0, in isotonische oplossing (1 M sorbitol) uitgewassen. Deze 
pH is ongunstig voor de meeste polyglycoside-hydrolaseactiviteiten, die in het 
darmsap voorkomen, waardoor de werking van het slakkenenzympreparaat ge-
stopt wordt. Bovendien sluit deze pH aan bij die van het homogenisatiemedium. 
Uitwassen van het slakkenenzympreparaat bleek nodig, omdat 
het de oxydatieve fosforylering van de mitochondriè'n beïnvloedt. Dit werd aan-
getoond door rattenlevermitochondriën 30 min bij О С met 1, 5% slakkenenzym­
preparaat te pre'mcuberen. Ρ/O-verhoudingen en RCR-waarden werden polaro-
grafisch getest (par. VI. 4) met succinaat als substraat. Tabel I laat zien, dat 
preïncubatie met het slakkenenzympreparaat of de aanwezigheid van het p r e -
paraat tijdens de meting de door ADP geactiveerde ademhaling (toestand 3) 
remde. De RCR-waarden waren daardoor lager dan die van de blanco (Mw bl). 
De ademhalingstoestand bij afwezigheid van ADP (toestand 4) en de P / O ve r -
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Fig б Verloop van het aantal hele cellen/ml ab percentage van de beginconcentratie (100%) geduren­
de incubatie van 10% S carlsbergensis met 0,25 en 0,5% slakkenenzym Incubatiemedmm : 
10 mM K-fosfaat m 0,55 M mannitol, pH 5,8 Temperatuur 30 o C. Celtellingen geschiedden 
in honderdvoudige verdunningen m 10 mM Trisbuffer m 0,55 M mannitol, pH 7,4 ( о О ) 
en in 10 mM Trisbuffer m H O , pH 7,4 (Л Δ ) , 9 Ш en A A werden geteld 
als respectievelijk О O en Δ Δ , maar bij 61 en 91 mm als 50-voudige verdunning. 
houdingen ondergingen geen of weinig invloed van het slakkenenzympreparaat. 
Uitwassen van de remmende component verhoogde zowel de specifieke activiteit 
in toestand 3 als in toestand 4 (tabel I), waardoor geen verbetering van de adem­
halingsregulatie plaatsvond. De ademhalingsregulatieverhouding van de blanco 
verbeterde iets door wassen. 
Blijkbaar oefent een component van het slakkenenzymprepa­
raat een remmende, zowel als een destabilizerende werking op het koppelings­
mechanisme van de mitochondrign uit. Ohnishi, Kawaguchi en Hagihara (1966) 
vermeldden eveneens toxiciteit van het slakkenenzympreparaat, zelfs na zuive­
ring, doch zij vermeldden niet waaruit die toxiciteit bestond. 
Bovenvermelde overwegingen deden besluiten het slakkenen­
zympreparaat uit de protoplastensuspensie te wassen vóór bereiding van de m i -
to chondriën. 
De protoplasten zijn bij de gevolgde centrifugatietechniek 
(1200 g, 5 min, fig. 3) in tegenstelling tot cellen, die hun celwanden hebben 
behouden, los gepakt en de supernatant moet daarom voorzichtig worden afge-
schonken. De cel vermindert door gehele of gedeeltelijke verwijdering van de 
celwand in soortelijk gewicht (H. Holter & P . Ottolenghi, 1960). Hogere cen-
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TABEL 1 
Invloed van het slakkenenzympreparaat op ademhaling en oxydatieve fosforylering van rattenlevermi-
tochondnën met succinaat als substraat. 
RattenlevermitochondriBn werden bereid volgens Schneider (1948), behalve, dat de levers 
in ijskoude 0,25 M saccharose werden gekoeld en de kernfractie gedurende 5 min bij 1200 g werd afge-
centnfugeerd Een deel van de mitochondriën werd 30 min bij 0 С met 1,5% slakkenenzympreparaat 
gefncubeerd (Mwse), een ander deel 30 min zonder dit preparaat bij 0 С bewaard (Mwbl). 
Specifieke activiteit van de ademhaling, alsmede P/O en RCR werden polarografisch bij 21 С geme­
ten (par VI. 4). Hetzelfde geschiedde na driemaal extra wassen van Mwse en Mwbl met 0,25 M saccha­
rose. Samenstelling van het reactiemedium· tnaethanolamine-HCl (10 mM), КНГО (10 mM), KCl 
Í10 mM), MgCl . 6 H O (5 mM), saccharose (0,23 M), EDTA (0,5 mM), rundereerumalbumine 
(0,5 mg/ml), pH 7 ,4 ; mitochondriale concentratie 0 ,8 - 1,5 mg eiwit/ml. Substraatconcentratie 
2,5 mM succinaat 
Mwbl 
Mwse 
Mwbl, 
Mwse, 
3 χ extra gewas­
sen 
3 χ extra gewas­
sen 
Specifieke activiteit 
(mumolen 0 /mg eiwit χ min) 
toestand 3 
a* b 
49 49 
31 34 
66 66 
40 47 
toestand 4 
0 а b 
9 7 6 
15 8 6 
8 9 6 
14 12 11 
P/O 
a b 
1,6 1,8 
1,5 1,6 
1,7 1,8 
1,5 1,5 
RCR 
а b 
7 8,2 
3,9 5,7 
7,3 11 
3,3 4,3 
O duidt op de toestand na toevoegen van substraat, a en b duiden op 2 opeenvolgende toevoegingen van 
0,25 mM ADP (inclusief 2 χ de concentratie van AMP vanwege dì myokinaseactiviteit in aanwezig-
heid van Mg + , M. Khngenberg G E Pfaff, 1966). 
trifugaalkrachten dan met de bovenstaande versnelling overeenkomen, worden 
bij voorkeur niet gebruikt wegens kans op breuk van de protoplasten. 
3. DESINTEGRATIE VAN PROTOPLASTEN 
Ook bij dit deel van het proces zijn weer enkele factoren van 
belang, zoals pH, samenstelling van het homogenisatiemedium en wijze van 
homogeniseren. De intracellulaire pH van gistcellen zou in principe als de fysio-
logisch meest juis te pH voor de isolatie van de mitochondriën na desintegratie 
van de protoplasten kunnen worden beschouwd. Daarom werd de pH van een cel -
vrij homogenaat van gistcellen bepaald. Een 50% gistcelsuspensie (S. c a r l s -
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bergensis) werd met een dubbel volume analytisch zuiver zand onder ijskoeling 
in de MSE Atomix homogenisator op topsnelheid gehomogeniseerd. Na 6 homo-
genisatieperioden van 5 min, waarna telkens de inhoud van de mixer (20OC) tot 
0oC werd afgekoeld, was 80-90% van de cellen gedesintegreerd, zoals door cel­
telling kon worden nagegaan. De bovenstaande vloeistof werd 5 min bij 1200 g 
en 0-4 С gecentrifugeerd ter verwijdering van intacte cellen, kernen en cel-
debris . De pH van het supernatans, dat we hier als verdund celsap zullen be­
schouwen, was 6,6-6, 7. Vooraf gehongerde gist leverde een pH van 7,45. 
Blijkbaar loopt de pH op door het verbruik van zure metabolieten. Voor desin­
tegratie van de protoplasten werd een buffer met een pH-waarde = 7,0 gekozen, 
welke waarde ongeveer het gemiddelde is van beide bovengenoemde uitersten. 
Als buffer werd een mengsel van T r i s en KHgPO. gekozen 
omdat bij gebruik van T r i s alleen een moeilijk te homogeniseren mitochondriaal 
sediment werd verkregen, in tegenstelling tot de resultaten van Vitols en 
Linnane (1961), maar in overeenstemming met die van Stinson Ь Spen­
cer (1968). Onder bepaalde omstandigheden kunnen mitochondriën in 
aanwezigheid van anorganisch fosfaat een groot deel van hun adenine- en pyri-
2+ dinenucleotiden en Mg verliezen (F .E . Hunter, J r . & L. Ford, 1955; P . 
Siekevitz & V.R. Potter , 1955), gepaard gaande met verlaging van de fosfory-
leringsefficiëntie. Voor NAD-gekoppelde substraten werd tevens een verlaging 
van het zuurstofverbruik geconstateerd. 
Daarom werd het effect van fosfaat op de fosforyleringsefficiën-
tie, de ademhaling en ademhalingsregulatie van door ons geïsoleerde gistmito-
chondriè'n bepaald. Er bleek te dien aanzien geen verschil te bestaan tussen 
mitochondriën, geïsoleerd in fosfaathoudend (fig.3) en fosfaatvrij medium 
(tabel II). 
Analyse van pyridinucleotiden, geëxtraheerd uit S. ca r l sber -
gensismitochondriën, die volgens fig. 3 geïsoleerd waren, leverde voor NAD, 
NADH, NADP en NADPH waarden op van respectievelijk 4 ,65-7,06, 0,0-0, 96, 
0,0 en 0 ,0-0 ,35 n ^ m o l / m g mitochondriaal eiwit. Daar voor mitochondriën 
uit dezelfde gistsoort, maar bereid in fosfaatvrij milieu, overeenkomstige 
gehalten aan pyridinucleotiden gevonden zijn (NAD+NADH = 7,2 en NADP + 
NADPH = 0,9 n ^ m o l / m g mitochondriaal eiwit, T. Ohnishi, A. Kroger, 
H.W. Heldt, E. Pfaff & M. Klingenberg, 1967), valt aan te nemen, dat het 
fosfaat in het isolatiemedium de pyridinenucleotiden niet uit het mitochondrion 
heeft doen lekken. 
Runderserumalbumine werd toegevoegd aan het homogenisa-
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TABEL II 
Bepaling van de invloed van fosfaat in het homogenisatiemediimi (fig 3) op de oxydatieve fosforylenng 
van Saccharomyces carlsbergensismitochondnën 
Specifieke oxydatieve activiteiten, P/O-verhoudingen en RCR-waarden werden polarografisch be-
paald zoals in hoofdstuk 3 beschreven De mitochondriale concentratie was 0 , 8 - 1,1 mg eiwit/ml, 
substraten L-malaat (2,5 mM) + pymvaat (2,5 mM), toestand 3 is de door ADP geactiveerde ademhaling. 
isolatiemedium 
voor mitochon-
drien 
pH reactie-
medium 
6,0 
6,5 
6,8 
7 ,4 
10 mM Tris-KH ГО (molaire verhouding 
8 • 17) in 1 M sorbitol + 0,5 mM EDTA 
+ 0,05K rundereerumalbumine, pH 7. 
spec act. 
toestand 3 
т ц т о і 0,-
Í ) 
*mg eiwit χ min' 
42-50 
51-89 
48-84 
37-75 
P/O 
1,16-1,48 
1,16-1,73 
1.35-1,54 
1,28-1,92 
RCR 
2,4-2,5 
2,3-3,9 
1,8-2,6 
1,3-1,9 
10 mM triaethanolamine in 
1 M sorbitol+ 0,5mM EDTA 
+ 0,05% rundereerumalbumine, 
pH7 
spec act. 
toestand 3 
mUmol 0 
mg eiwit χ min 
23-30 
27-50 
37-48 
46-51 
P/O 
1,17-1,40 
1,17-1,53 
1,46 
1,28-1,40 
RCR 
1,92,2 
2,02,8 
2,7-2,8 
1,8-2,1 
tiemedium om een bevredigende ademhalingsregulatie te verkrijgen. Deze behoef­
te aan serumalbumine voor de ademhalingsregulatie is eveneens voor mitochon-
driSn van andere origine geconstateerd, zoals van de skeletspier van de rat 
(M. Klingenberg & P. Schollmeyer, 1960), de trilhaarprotozo Tetrahymena 
(S. Kobayashi, 1965) en ook onlange nog voor mitochondrion van Saccharomyces 
cerevisiae (L. Koväc, H. Bednárová & M. Creksák, 1968). 
Mogelijk hebben we hier te maken met een wegvangen van vet-
zuren of andere ontkoppelaars door het runderserumalbumine tijdens de celhomo-
genisatie en isolatie van de mitochondriën (2\..L. Lehninger &• L. F. Remmert, 1959). 
Tenslotte is nog aethyleendiamine-tetra-acetaat (EDTA) in het 
homogenisatiemedium opgenomen, omdat deze stof als complexvormer met 
zware metaalionen de oxydatieve fosforylering beschermt tegen de verstorende 
werking daarvan (C.S. Rossi, E. Carafoli, Z.Drahota & A. L. Lehninger, 1966; 
F . E . Hunter,Jr. & L. Ford, 1955; V.P . Skulachev, V.V. Chistiakov, A.A. 
Jasaitls & E.G. Smirnova, 1967). 
Desintegratie van gistprotoplasten kon niet worden bereikt met 
behulp van een Potter-Elvehjem homogenisator, ook al werd de speling tussen 
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potterbuis en -s tamper verkleind (P. Borst, 1961). Daarom werd gekozen voor 
een kort durende desintegratie met de messenhomogenisator MSE Atomix. Mi-
croscopische controle liet zien, dat na 10 sec draaien op topsnelheid een groot 
deel van de protoplasten was gebroken. 
4. CENTRIFUGATIE MITOCHONDRIËN 
TABEL III 
Sedimentatie van mitochondriën en mitochondriale activiteiten uit celhomogenaten 
Weergegeven zijn de sedimentatiegrenzen (aantal malen g), waartussen de deeltjes met de hoogste spe-
cifieke cytochroomoxydase-activiteiten of fosforylenngsefficiëntles precipiteerden De dichtheid pm 
en de viscositeit 7] van het isolatiemedium zijn respectievelijk weergegeven voor О С en als gemiddel­
de van de waarden, die gelden bij 0 en 5° С (С. de Du ve, J Berthet G H. Beaufay, 1959) 
gistsooit 
Saccharomyces 
cerevisiae 
» 
Endomyces 
magnusu 
isolatie­
medium 
0,05 M 
fosfaat-
buffer 
0,25 M 
saccharose 
4 
0,5 M 
saccharose 
pm 
(g/cm 3 ) 
1,000 
1,034 
1,067 
η 
(poises) 
0,016 
0,021 
(I 
0,029 
aantal 
malen g 
χ IO"3 
5-26 
1-10 
1-S 
1,6-5 
sedimen-
tatietijd 
(min) 
15 
15 
20 
10 
auteur; 
С R Hebb, 
J.D Montgo­
mery С J 
Slebodnik, 
1958 
MF. Utter, 
DB Keech 
G PM Nossal, 
1958. 
EA.Duell, 
S Inoue G 
MF Utter, 
1964 
A.V Kote Γ 
nikovaGR.A 
Zvyagil'skaya, 
1963 
Uit literatuurgegevens over gisten (tabel ΠΙ) blijkt, dat deel­
tjes met optimale mitochondriale activiteiten zoals cytochroomoxydase en oxy-
datieve fosforylering in 0,25 en 0,5 M saccharose tussen 1000 en 10.000 g se­
dimenteren, grenzen, waartussen ook dierlijke mitochondrion sedimenteren 
(W.C. Schneider, 1948; W.C. Schneider & G. H.Hogeboom, 1950; R. F. Witter, 
M. L. Watson & M. A. Cottone, 1955). Daar de dichtheid en viscositeit van 
0, 5 M sucrose bij 0-5 С (tabel III) weinig afwijken van die van het door mij ge-
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bruikte isolatiemedium (pm = 1,062 g/cm en Τ] = 0,029 poise), isoleerde ik als 
mitochondriale fractie de deeltjes, die gedurende 10 min tussen 1200 en 9000 g 
sedimenteerden. Als verontreiniging van de mitochondriale fractie kwamen soms 
Protoplasmamembranen voor (fig. 7) omdat deze tussen 8000 en 15.000 g (15 min) 
in waterige oplossing sedimenteren (S. Gascon, A.G. Ochoa & J . R . Villanueva, 
1965; C. Garcia Mendoza & J . R . Villanueva, 1967). De opbrengst aan mitochon-
driën is 2, 5-3 mg mitochondriaal eiwit per g cellen (nat gewicht). 
Fig. 7 Electronenmicroscopische opname van C.utilismitochondriën {3600-vOudige vergroting, A.M. 
Stadhouders, Electronenmicroscopie, Katholieke Universiteit, Nijmegen); a) en b) zijn opna-
men van hetzelfde mitochondriale preparaat, maar na verschillende fixatiemethoden. 
Het sediment in a) was luur in 2% OsO gefixeerd volgens Palade (1952) en door een 
alcoholreeks (30-100%) geleid om water te onttrekken. Inbedding geschiedde in epon. In b) 
was het sediment, voorafgaande aan de OsO -fixatie , juur in : 3% glutaaraldehyde in 0,1 M 
Na-cacodylaat, p H 7 , 4 , gefixeerd en daarna 1 uur met 0,1 M Na-cacodylaat, p H 7 , 4 , in 
0,2 M saccharose gespoeld. 
5. MODIFICATIES VAN DE BEREIDING VAN GISTMITOCHONDRIËN 
Wanneer de cytaseactiviteit van het slakkenenzympre-
paraat was teruggelopen, kon de opbrengst aan mitochondriën vergroot worden 
door de sorbitolconcentratie tot 0, 5 M te verminderen, waardoor osmolyse van 
de sferoplasten optreedt (fig. 5 en 6). Deze modificatie is in fig. 8 weergege-
ven (modificatie 1). Tot het stadium van de gewassen protoplasten verloopt de 
procedure als in fig. 3. Een deel van het homogenisatiemedium (voor samen-
stelling zíe fig. 3) wordt één op één met aqua bldest verdund, de sferoplasten 
laat men daarin gedurende 5 min lyseren, waarna men nog 10 sec met de MSE 
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Modificatie 1 bij de isolering van mitochondnen van Saccharomyces carlsbergensis (B.N.C.Y.C., 74) 
gist (na oogsten bij 2000 g, 20 min) 
1 als in fig. 3 
I 
gewassen protoplasten 
ca. 15% suspensie van protoplasten in half verdund homogenisatiemedium (fig. 3), 5 min incubatie 
verder als in fig. 3 
Modificatie 2 bij de isolering van mitochondnen van Candida utilis (C. B. S. No. 621) en Saccharomyces 
carlsbergensis (B. N. С Y. C., 74) 
gist (na oogsten bij 2000 g, 20 min) 
3200 g, 5 min, 3 χ (1 χ wassen met water en daarna 2 χ met prelhcubatiemedium: 
50 mM Tns-HCl + 10 mM cystearmne. pH 7,5) 
gewassen gist 1) 
o 10% suspensie in prelticubatiemedium, 15 min incubatie bij 30 С 
3200 g, 5 min, 3 χ (waarvan 2 χ wassen met 1 M sorbitol in 10 mM KH PO , 
pH 5,8) 
gewassen gist 2) 
о 10% suspensie in incubatiemedium (fig. 3), 90 min incubatie bij 30 С 
1 
als in fig. 3 
gewassen protoplasten 
ca. 15%suspensie van protoplasten in half verdund homogenisatiemedium (fig. 3),5 min incubatie 
1
 verder als in fig. 3 
Fig. 8. Modificaties van het in fig. 3 weergegeven isoleringsschema van gistmitochondnen. 
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Atomix homogenisator homogeniseert. Na de eers te 9000 g sedimentatie (fig. 3) 
wordt verder met het onverdunde homogenisatiemedium gewerkt. 
Een andere modificatie bleek noodzakelijk bij Candida uti l is , 
waarvan de celwand resistent is tegen het slakkenenzympreparaat. In dit geval 
werd de cel met cysteamine voorbehandeld (modificatie 2, fig. 8). In een aan-
tal gevallen is deze methode ook op Saccharomyces carlsbergensis toegepast 
om resultaten voor mitochondrißn van Candida utilis te kunnen vergelijken met 
die van S. carlsbergensis (hoofdstuk 6). Het cysteamine werd ббг behandeling 
met het slakkenenzym uitgewassen om schadelijke effecten op de cytasewerking 
(E. A. Duell, S. Inoue & M . F , Utter, 1964) en via oxydatie tot cystamine ook op 
de oxydatieve fosforylering ( S. Skrede, J . Bremer & L. Eldjam, 1965: S. Skrede, 
1966) te vermijden. De uitwerking van laatstgenoemd effect is enigszins te ver­
gelijken met dat van fosfaat bij preïncubatie met levermitochondrtën: lekkage van 
2+ pyridinenucleotiden en Mg Na uitwassen van cysteamine werd de gewassen 
gist 2) behandeld met slakkenenzympreparaat zoals aangegeven in fig. 3 en na het 
stadium der gewassen protoplasten als in modificatie 1 (fig. 8). Het lyseren van 
de sferoplasten van Candida utilis in het homogenisatiemedium, dat tot de helft 
met aqua bidest. verdund was (fig. 8), was een vereiste voor een goede opbrengst 
aan mitochondriën. Deze hypotonische behandeling, welke bij modificatie 1 en 2 
werd toegepast, liet de ademhalingsregulatie intact (hoofdstuk 3, T.Ohnishi, K. 
Kawaguchi & B. Hagihara, 1966; T. Ohnishi, G. Sottocasa & L. Erns te r , 1966). 
V. METING VAN ZUURSTOF IN OPLOSSINGEN 
1. DE p02-ELECTRODE 
Voor het meten van het zuurstofverbruik in oplossingen, zoals 
bij het meten van specifieke oxydatieve activiteiten, P/O-verhoudingen en 
ademhalingsregulatieverhoudingen (hoofdstuk 3 en volgende) werd toegepast, 
komt een zuurstofelectrode in aanmerking. Het door mij gebruikte type R 
(fig. 9) paart daarbij een snelle response-t ime aan een geringe afhankelijk-
heid van de stroomsnelheid van de omringende vloeistof. Een dwarsdoorsnede 
door de electrode is in fig. 9 voorgesteld. Als kathode dient een met platinafo-
lie omhulde trovidurkem, a ls anode een zilveren mantel, die door trovidur van 
de kathode is geïsoleerd. Als contactvloeistof dient een bufferoplossing: l ,65mM 
KH-PO. + 15 mM Na.HPO. in fysiologische zoutoplossing, pH 8,0. Als diffusie-
membraan voor 0„ dient een 12 μ dikke teflontnembraan, waarmee 95% van ée-
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Fig. 9 EHvarsdoorsnede pO -electrode, type R (ontwerp H . P . Kimmich, Laboratorium voor Fysiologie, 
Katholieke Universiteit, Nijmegen). 
volle uitslag in 1 sec wordt verkregen. Dit membraan is niet doorlaatbaar voor 
water en opgeloste vaste stoffen en vloeistoffen. 
De relatie tussen polarisatiespanning (Vpol) en electrodestroom 
(Iel) is in fig. 10 weergegeven. Bij ca 0, 9 V polarisatie spanning wordt een pla­
teau bereikt, waarbij Iel onafhankelijk is van Vpol (fig. 10) en slechts wordt be­
paald door de diffusiesnelheid van O- door het membraan. De gemeten electro­
destroom is rechtevenredig met de partiële zuurstofdruk (pO„) van een gas-
mengsel (fig. 10). Daar de electrodestroom van de temperatuur afhankelijk i s , 
werd de temperatuur van het reactievat door een rondpompthermostaat op 
+ 0,1 С constant gehouden. De roersnelheid in de door mij gebruikte opstelling 
was niet kritiek. Ter instelling van een evenwichtstoestand werd de electrode 
gedurende 30 min voor het gebruik gepolariseerd. 
2. BEPALING Og-CONCENTRATIE IN HET REACTIEMEDIUM 
De zuurstofelectrode reageert op de zuurstofspanning (pO„) 
en geeft daarom geen directe maat van de zuurstofconcentratie ( [ O . ] ) . Wel 
kan deze daaruit met behulp van de oplosbaarheidscoê'fficient (α) worden bere-
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Fig 10 De electrodestroom (nano-Ampêres) als functie van de polansatiespanning (Volts) bij verschil-
lende partiëehuurstofspanningen (mm Hg) (links) en als functie van de partiËelzuurstofspanning 
bi] een polansatiespanning van 0,9 Volt (rechts). Metingen werden verricht voor gasmengsels 
bij 210C en atmosferische totaaldruk 
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rekend: 
P 0 2 a fi 
[ 0 2 ] = Т б о - х 2 2 Й х 1 0 ^ М 
,waarin pO is uitgedruktin m m H g e n d e Bunsen-absorptiecoëfficiëntain mlO 
.opgelost per ml oplossing bij 760 mm Hg 0„-spanning en t С en gereduceerd 
tot de standaardconditie van 0 C. Daar [O«] rechtevenredig is met pO« en 
dus met Iel, is het voldoende over twee ijkpunten te beschikken. Als bovenste 
ijkpunt wordt gekozen de situatie van luchtverzadiging, als onderste ijkpunt de 
situatie van anaërobiose ( [O- ] - O). Bij luchtverzadiging is de vloeistof in even-
wicht met de zuurstofspanning daarboven, m . a . w . pO„ = 0,2093 χ (B-pH.O), 
waarin В de barometerstand en pH^O de waterdampspanning (beide in mm Hg) 
bij de temperatuur van de buffer is ; de term 0,2093 is de fractie van droge 
lucht, die door O. wordt ingenomen. Substitutie van de uitdrukking voor p 0 9 
in die voor [ 0 _ ] levert de door mij gebruikte formule op: 
0,2093x(B-pH 2 O) o· 6 
C 0 2 ] = 760 Х 2 2 Й X 1 0 μ Μ · 
In deze vergelijking is het aantal onbekenden tot 1 (<*) gereduceerd. De grootte 
van a is zowel afhankelijk van de temperatuur van de vloeistof alsook van de 
concentratie der daarin opgeloste stoffen, zoals suikers en zouten, die de waar­
de van Q O 2 verlagen (Int. Cri t . Tables, Vol. 111(1928)). Daar in het door mij ge­
bruikte reactiemedium sorbitol tot een concentratie van 1 molair was opgelost 
(fig. 14 en hoofstuk 3 en volgende) was het noodzakelijk voor dit reactiemedium 
a te bepalen. Besloten werd als meettemperatuur 21 С aan te houden en het 
reactiemedium daarbij met lucht te verzadigen; pH„0 21 С = 18,65 mm Hg. 
Bepaling van a kan o.a. geschieden langs anorganisch 
chemische weg m . b . v. de carbonaatmodificatie van de Winkler-methode (L. W. 
Winkler, 1914) of langs enzymatische weg door titratie van 0 „ met NADH in aan­
wezigheid van een oplosbare NADH-oxydase uit de bacterie Streptococcus allan-
toicus. Beide bepalingswijzen komen neer op bepaling van de zuurstofconcen­
tratie van met lucht verzadigde buffer, waaruit men dan m . b . v . de formule 
voor t O , ] akan berekenen. De Winkler-methode is bruikbaar gebleken voor 
het bepalen van O- in water (fig. 11) en oplossingen van stoffen, die niet door 
het gevormde bruinsteen kunnen worden geoxydeerd. Dit laatste is kennelijk 
wel het geval met betrekking tot een of m e e r in het reactiemedium opgeloste 
componenten (voor samenstelling, zie fig. 12) daar beslist te lage waarden 
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voor a werden verkregen (0,02101-0,2272 tegen 0,02410-0,02468 met de oxyda-
semethode, tabel IV, vergeleken met een waarde voor 1 M glucose van 0,0245 
.afgeleid uit Int. С r i t . Tables,ΙΠ (1928)). Derhalve werd de oxydasemethode toe­
gepast ter bepaling van de concentratie aan zuurstof, die bij luchtverzadiging 
in het reactiemedium was opgelost. 
a. Bepaling van a O, met NADH-oxydase 
Cellen van Streptococcus allantolbus werden obligaat anaëroob 
gekweekt op een gistextract-allantolhemedium volgens G.D. Vogels (1963) 
(3-daagse 10 1 culture, 30 C). De cellen werden door centrifugatie (2000 g, 
60 min) geoogst (7-8 g) en 3x met aqua dest . gewassen (20.000 g, 15 min). Deze 
en verdere bewerkingen werden bij 0-4 С uitgevoerd. Het gewassen sediment 
werd in aqua dest. opgenomen en gedurende ca. 10 min in perioden van telkens 
1,5 min onder ijs-NaCl koeling ultrasoon getrild (20 kHz, 500 W). Na elke 1,5 
min laat men het mengsel enkele minuten in ijs-NaCl afkoelen. Het sonicaat 
werd 60 min op 100. 000 g in de Spinco ultracentrifuge afgecentrifugeerd, de 
verzamelde supematanten (ca. 60 ml) 3 χ overnacht onder roeren tegen 3 1 0,05 M 
T r i s , pH 7,5, inbidest. gedialyseerd. Het gedialyseerde product werd gelyofili-
seerd en leverde 1,2 g vriesdroogpoeder op, dat bij -15 С bewaard werd. Ge­
deelten van het vriesdroogpoeder werden in aqua dest. opgelost (10% oplossing) 
en ter meting aangewend. Een eventuele troebeling in de enzymoplossing werd 
voor gebruik 10 min bij 20. 000 g afgecentrifugeerd. 
De methode werd in duplo getest op 10 mM KH-PO. in aqua 
bidest . , pH 6,5. Deze pH ligt in het gebied van de optimale werking van het en­
zym (G.D. Vogels, ongepubliceerd werk). De buffer (250 ml, voor samenstel­
ling, zie fig. 12) werd gedurende 1 uur volgens L. W. Winkler (1889) geaëreerd. 
Deze tijd is voldoende voor luchtverzadiging van het medium (fig. 11). 
Cuvetten (1,001 cm lichtweg χ 1 χ 4,25 cm inwendig), elk voor­
zien van een roerdert je , stonden in een aluminium blok met uitgeboorde gaten, 
het laatste opgesteld in een glazen bakje in de rondpompthermostaat en gevuld 
met water daaruit. Het geheel werd op constante temperatuur gehouden 
(21 + 0,1 C). De cuvetten werden met de geaëreerde buffer gevuld. Vervolgens 
werd in de opeenvolgende cuvetten met behulp van geijkte contrictiepipetten 
10-35 μΐ van een 7,5% NADH-oplossing gebracht en wel zo dicht mogelijk tegen 
de bodem van de cuvet. De ware sterkte van de NADH-oplossing (7,47 - 7, 50 χ 
_2 
χ 10 M) werd spectrofotometrisch bij 340 m μ met behulp van pyruvaat en 
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Fig. 11 De toename van de zuurstofconcentratie van ven gedestilleerde aqua bidest. (1 1) met de 
aëratietijd. De zuurstof werd bepaald volgens de Winkler-methode (L. W. Winkler, 1914). 
Temperatuur 21 0 C. De zuurstofconcentratie van bij 210C met lucht verzadigde aqua bidest. werd 
berekend volgens de formule voor Г0 ] , В = 753,63 mm Hg t pH О = 18,65 mm Hg, СУ = 
0,03045. Aèratie geschiedde volgens L.W. Winkler (1889). 
lactaatdehydrogenase bepaald als bij FLUORIMETRISCHE BEPALING VAN PY-
RIDINE NUC LE ОТШЕН aangegeven (par. VI. 1). De μ 1-pipetten waren geijkt 
volgens Lowry, Roberts, Leiner, Wu & F a r r (1954). Daarna werd op 
dezelfde manier in alle cuvetten 25 μΐ NADH-oxydaseoplossing ( 1 , 0 2 -
1,84 mg eiwit) gebracht en de cuvetten met bijpassende dekseltjes ge­
sloten, zo, dat geen luchtbellen onder het deksel werden gevangen. 
Het thans in de cuvetten vervatte volume was van te voren met water van be­
paalde temperatuur geijkt (waarden rond 4 ml). De inhoud van de cuvetten 
werd goed gemengd en vervolgens 15 min bij 21 С geïhcubeerd. Deze tijd is 
het 2-3 voudige van de tijd, nodig voor het bereiken van anaërobiose in aan-
wezigheid van overmaat NADH (polarografisch gecontroleerd, par . VI. 4). De 
cuvetten werden uit het thermostaatbad gehaald en bij 340 m μ gemeten tegen 
een blanco zonder toegevoegde NADH. Fig. 12 toont het resultaat van een 
dergelijke meting (0-0). Tot 549 μ M NADH vindt een zwak stijgend verloop 
van de extinctie plaats (mogelijk omzettingsproducten van NADH, die niet aan 
de reactie deelnemen), daar treedt een duidelijke knik in de grafiek op en deze 
verloopt verder met een helling, welke de extinctiecoëfficiè'nt van NADH: 6,22 χ 
3 -1 -1 
χ 10 ( l x mol χ cm ) (B.L. Horecker & A. Komberg, 1948) zeer nabij komt. 
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Fig. 12 Zuurstoftitratie van bij 21 С met lucht verzadigde media · 10 mM КН ГО , pH 6,5, in aqua 
bidest.fO- -О), S allantorcusextract 0,25 - 0,26 mg eiwit/ml, barometeretand 762,03 mm 
Hg, 10 mM KH PO , pH 6,5, in 1 M sorbitol + 10 mM triaethanolamine + 10 ml KCl 
( Δ Δ), S allantoicusextract 0,27 - 0,28 mg eiwit/ml, barometerstand 763,40 mm Hg. 
Incubatieduur 15 min, temperatuur 21 С. Lichtweg meting 1,001 cm. 
Nemen we met G,D, Vogels (1963) aan, dat NADH voor 98,5% met O« in een 
2:1 stoichiometrie reageert en voor 1,5% in een 1:1 stoichiometrie dan bevat­
te de 10 mM fosfaatbuffer onder de in het onderschrift van fig. 12 vermelde 
condities 279 μ Μ Ο „ . Hieruit laat zich met de formule voor [O-] een oplos-
baarheidcoëfficient a 21 С = 0, 03053 berekenen. Voor een duplobepaling (tabel 
IV) vinden we a21 С = 0, 03006. Daar deze waarden redelijk overeenstemmen 
met de standaard literatuurwaarde voor water bij 21 С ( а 21 C = 0, 03044, 
Handb. Chem. Phys. (1961), p . 1706), werd de methode door mij aanvaard als 
zijnde voldoende nauwkeurig voor het ijken van de polarografische [O-j -bepa­
ling. Op analoge wijze werd de methode op het reactiemedium, dat voor het 
meten van gistmitochondriale activiteiten werd gebruikt (gebufferde 1 M sor-
bitoloplossing, voor samenstelling zie fig. 14), toegepast. De pH van dat 
medium was eveneens 6,5, runderserumalbumine en EDTA waren weggelaten, 
het eers te t e r voorkoming van schuimen tijdens het aëreren, het tweede omdat 
2+ de oxydase mogelijk een mangaanhoudend enzym is (Mn stimuleert in ieder 
geval de activiteit in celvrije extracten van S. allantoicus, G.D. Vogels, 1963) 
54 
TABEL IV 
0 -bepaling met behulp van NADH-oxydase mt S. allantoicus in 10 mM KH PO , pH 6,5 , in H O en 
1 M sorbitol (verdere samenstelling zie fig 12) Beide media waren met lucbt verzadigd (1 -1 £ uur 
aèratie, 21 C). NADH, 0-673 uM, NADH-oxydase, 0 ,21-0 ,47 mg e iwi t /ml , incubatieduur 10-15 min, 
temp 21 C. Extinctiemeting bij 340 πιμ, lichtweg 1,001 cm. 
medium 
10 mM KHPO 
in H O 
10 mM KH ГО 
m 
1 M sorbitol 
barometerstand 
(mm Hg) 
760,16 
762,03 
753,23 
763,40 
755,60-756,36 
747,27 
760,96 
aequ iva lent lepunt 
(UM NADH) 
539 
549 
432 
446 
437 
430 
434 
t.,]' 
(UM) 
274 
279 
219 
226 
222 
218 
220 
о ** 
ry 0 21 С 
0,03006 
0,03053 
0,02425 
0,02468 
0,02449 
0,02434 
0,02410 
+/S 
0,02446 
+ 0,00011 
Berekening volgens NADH 0 = 2 : 1 (98,5·/ο) 
NADH· 0 =1 1 (1,5«) (vgl. C D . Vogels, 1963). 
* г -ι 
Berekening volgens de formule voor 10 J, pH 0 о - 18,65 mm Hg (Handb. Chem. Hiys. ,43rded. 
C D . Hodgman, ed . , The Chemical Rubber Pubi. C o . , Cleveland, Ohio (1961-1962), p . 2363. 
en dus om mogelijke activiteitsvermindering tegen te gaan. Uit een bepaling in 
vijfvoud (een voorbeeld is in fig. 12,Δ—Δ, gegeven) resulteerde α«,o = 0,02446 
+ 0,00011 (tabel IV). Deze waarde is in goede overeenstemming met die, welke 
volgens een interpolatiemethode naar gegevens uit Int. Crit. Tables ΙΠ (1928) 
voor een 1 M glucoseoplossing bij 21 gevonden werd ( " 2 1 С ss 0,02450). De 
volgens de oxydasemethode bepaalde oplosbaarheidscoè'fficiënt voor O- in het 
reactiemedium werd aangehouden voor de berekening van de zuurstofconcentra-
tie bij luchtverzadiging (fig. 14, hoofdstuk 3 en volgende). 
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VI OVERIGE KWANTITATIEVE BEPALINGEN 
1. FLUORIMETRISCHE BEPALING VAN PYRIDINENUCLEOTIDEN 
De tegenwoordig meest gangbare methode ter bepaling van de 
pyridinenucleotiden NADH en NADPH maakt gebruik van het feit, dat bij excita­
tie door licht van 366 Γημ deze stoffen fluorescentiestraling met een maximum 
bij 468 m μ uitzenden, terwijl dit bij hun oxydatieproducten niet gebeurt. De 
fluorescenties zijn in waterig milieu weinig afhankelijk van de pH en voor NADH 
en NADPH gelijk (O.H. Lowry et a l . , 1957). Gewerkt werd met de Eppendorf 
Photometer (Netheler & Hinz G . m . b . H . , Hamburg). Enkele karakteristieke 
grootheden van essentiële onderdelen van het apparaat zijn in fig. 13 weergege-
ven. Als primairfi l ter werd Hg 313 + 366 nm gebruikt. Hoewel dit filter tevens 
excitatielicht voor flavoproteïnen doorlaat (absorptiepiek tussen 300 en 400 ιημ, 
maximum bij 375 ιημ , Cerletti, 1959) en het fluorescentielicht daarvan het s e -
cundairfilter kan passeren (fluorescentiespectrum tussen 450 en 650 ιημ , maxi­
mum bij 530 ιημ , К. Yagi & J . Okuda, 1958), is daarvan op het NADH fluores­
centie-emissiespectrum in vivo weinig invloed te bemerken (L. M. N. Duysens & 
J . Amesz, 1957: bakkersgist; B. Chance & Η. Baltscheffsky, 1958: rattenlever-
mitochondriën). De enige ademhalingscomponenten, waarvangerapporteerdis , dat 
ze onder bepaalde omstandigheden (anaërobiose) uitdoving van NADH fluores-
centie-emissie teweeg brengen, zijn de cytochromen (E.C. Slater, 1966). Met 
name de Soret (γ )-banden der cytochromen vallen in het fluorescentie-emissie­
spectrum van gereduceerd pyridinenucleotide. Daar komt bij, dat ijzer-porfy-
rinecomplexen, als cytochromen, zelf niet fluoresceren (S. Udenfriend, 1962). 
De pyridenucleotiden werden uit mitochondriën en hele gist-
cellen geëxtraheerd volgens Klingenberg (1962) en Estabrook (1962). 
Bij de zure extractie van NAD+ en NADP+ werd HCIO. i . p . v . СЦССООН ge­
bruikt. De volgende modificaties waren afkomstig van Dr. E . J . de Haan (La­
boratorium voor Biochemie, B . C . P . Jansen Instituut, Universiteit van 
Amsterdam): zure extracten (NAD , NADP ) werden na dertig minuten staan bij 
kamertemperatuur tot pH 6,8-7,0 geneutraliseerd, ingevroren, ontdooid, 30 
min in ijs bewaard en bij 0 gecentrifugeerd. Op die manier wordt KCIO., dat de 
enzymatische bepaling stoort, zoveel mogelijk verwijderd, het lost bij 20° С nog 
vrij s terk op. Basische extracten (NADH, NADPH) werden na 30-45 min staan 
bij kamertemperatuur (voor volledige destructie van NAD en extractie van 
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Fig. 13 Karakteristieke grootheden voor essentiële onderdelen \ an de Eppendorf fluonmeter m afhan-
kelijkheid van de golflengte ( λ) transmissiekarakteristiek van primair filter Hg 313 + 366 
(die van de filters Hg 313 en Hg 366 zijn ter vergelijking weergegeven^ transinissiekarakteristiek 
van het secundair filter 380 - 3000, gevoeligheidscurve van de fotomultiplier RCA 931 A, 
betrokken op het maximum als eenheid en het energiespectrum van de hoge dmk Hg-lamp 
NADH) tot pH 7,8 geneutraliseerd en af gecentrifugeerd. Voor gistcellen werd zo­
wel bij zure als basische extractie een tijd van 2 min en een temperatuur van 40 o C 
aangehouden (R. W. Estabrook & P.K. Maitra, 1962). NADH (NADPH) werd direct 
bepaald ter voorkoming van oxydatie van de te meten componenten in de geneu­
tral iseerde basische extracten (M. Klingenberg, 1966; E . C . Slater, 1966). 
NADH werd naast NADPH en NAD+ naast NADP+ bepaald door 
ze aan specifieke enzymatische dehydrogenatiereacties te koppelen, die de gere­
duceerde nucleotiden in hun oxydatieproducten omzetten onder afname van de 
fluorescentie en de geoxydeerde nucleotiden in hun reductieproducten onder toe­
name van de fluorescentie. De gevolgde reactieprocessen waren: 
NADH + aceetaldehyde + H + alcoholdehydrogenase
 N A D H + a e t h a n o l > o f 
57 
NADH + pyruvaat + H + ^ctaatdehydrogenase
 N A D + + l a c t a a t 
NADPH +
 a
 -ketoglutaraat + N H 4
+
 glutamaatdehydrogenase
 Ν Α ρ ρ + + g l u t a m a a t 
NAD + aethanol + semicarbazide -v 0 0 —5-^—ogena e
 N A D H + aceetaldehyde -
semicarbazon + Η 
glucose-6-fosfaat-
NADP + glucose-6-fosfaat dehydrogenase ^ NADPH + 6-fosfogluconaat + Η 
Details van de bepalingen zijn in de oorspronkelijke l i teratuur te vinden (M. Klin­
genberg, 1962; R.W. Estabrook & P.K. Maitra, 1962). Daar de fluorescentie 
afhankelijk is van de temperatuur, werd de meetcuvet gethermosteerd (21 + 0,1 C). 
Bij de bepalingen werd beneden een concentratie van 40 uM NADH (NADPH) ge­
werkt tot welke grens de fluorescentie lineair verloopt (R. W. Estabrook, 1962). 
De recorderuitslag werd geijkt volgens het systeem: 
NADH + pyruvaat + H + Ifctaatdehydrogenase
 N A D + + ^ ^ 
daar oplossingen van NADH fluorescerende verontreinigingen bevatten, waarvoor 
aldus kon worden gecorrigeerd. IJking geschiedde in aanwezigheid van een over­
maat pyruvaat, parallel aan een analoge spectrofotometrische bepaling bij 340 ηιμ, 
3 
waar voor NADH (NADPH) een molaire extinctiecoëfficient e = 6,22 χ 10 
(1 χ mol χ cm ) geldt (B. L. Horecker & A. Kornberg, 1948): toegevoegde 
hoeveelheid pyruvaat 2 μ mol in een volume van 2-2,5 ml (fluorimetrische test) 
of 3 ml (spectrofometrische test); toegevoegde hoeveelheid NADH in afhankelijk­
heid van de gevoeligheidsstand van de fluorimeter 2-10 μΐ van een waterige op­
lossing (1 mg/ml) = ca. 2,8-14,1 ιημπιοί, in de spectrofotometertest 200 μΐ = ca. 
0,28 μηποί; zowel in de fluorimeter- als spectrofotometertest werd 2 μΐ LDH = 
10 μg enzymeiwit toegevoegd. 
De fluorimetrische ijkingen geschiedden in dezelfde buffers als 
gebruikt bij de overige bepalingen. Dat hield tevens in, dat, wanneer in het test-
systeem bepaalde, de pyridinenucleotidefluorescentie uitdovende, stoffen (b.v. 
nitrofenolen) aanwezig waren, deze tot eenzelfde concentratie in het ijksysteem 
werden opgenomen. Bij de spectrofotometrische parallelbepaling werd gebruik 
gemaakt van buffers, die ook voor de ADP + AMP bepaling (R. W. Estabrook & 
P.K. Maitra, 1962; H. Adam, 1962) werden gebezigd. 
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2. ENZYMATISCHE BEPALING VAN DE ADENINENUCLEOTIDEN: AMP, ADP 
en ATP 
De bepaling van AMP, ADP en ATP geschiedde volgens het 
voorschrift van de Biochemische Abteilung С. F. Boehringer & Soehne G . m . b . 
H. (1963). ADP en AMP werden in éên monster gemeten met behulp van de 
volgende enzymatische react ies : 
ADP+ fosfo-enolpyruvaat Py r u vaatkinase
 A T p + p y r u v a a t 
A № + A T p n i y o k i n a s e 2 A D p 
pyruvaat + NADH + н + lactaatdehydrogenase
 l a c t a a t + N A D + 
Het reactieverloop werd spectrofotometrisch bij 366 m μ bepaald door na elkaar 
lactaatdehydrogenase, pyruvaatkinase en myokinase aan het reactiemengsel in 
de cuvet toe te voegen en de extinctie na iedere toevoeging te noteren. 
ATP werd op analoge wijze bepaald door de fosfoglyceraat-
kinasereactie aan de glycerinealdehyde-3-fosfaatdehydrogenasereactie te kop­
pelen: 
ATP + 3-fosfoglyceraat fosfoglyceraatkinase
 A D p + 1 > 3-difo sfogiyceraat 
glycerinealdehyde-
1, 3-difosfoglyceraat + NADH +
 H + 3 - f o s f a a t d e h y d r o g e n a s g 3 _ f o s f o g l y c e r i n e a l d e _ 
hyde + NAD + fosfaat 
De door ons bepaalde ADP-en AMP-oplossingen waren van de sterkte, die voor 
de polarografische bepalingen van de P/O-verhoudingen en het aantonen van myo-
kinaseactiviteit werd gebruikt (zie hoofdstuk 3), met name respectievelijk 
51,1 en 40 mg/ml. Van deze oplossingen werden resp . 5 μΐ en 2 μΐ in het test-
medium, 2,6 ml triaethanolaminebuffer bevattende, opgelost. De gebruikte lac­
taatdehydrogenase bevatte 5 mg enzymeiwit/ml en de myokinase 1 mg/ml. Bij 
de ATP-bepaling werd 2,80 ml triaethanolaminebuff e r gebruikt, waaraan 10μ1 
1 M cysteine werd toegevoegd (vgl. R.W. Estabrook & Р . К . Maitra, 1962). 
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3. EIWITBEPALING 
Eiwit werd bepaald volgens de biureet - sedimentatieme-
thode van Beisenherz, Boltze, Bücher, Czok, Garbade, Meyer-Arendt & 
Pfleiderer (1953), na solubilisatie van lipidemateriaal met enkele drup-
pels 10% desoxycholaat. Bij voorkeur werd de bepaling uitgevoerd op 
een monster, b. v. I m i , vaneen bepaald reactiemengsel na afloop van het 
experiment. Daardoor was bepaling in veelvoud mogelijk zonder verl ies van 
materiaal voor verdere experimentatie. Door toepassing van de sedimentatie-
methode werd materiaal , dat eventueel bij de biureetkleuring zou storen, met 
de supernatant verwijderd. Na oplossen van het sediment in 1, 5 ml water + 
1, 5 ml biureetreagens werd nog eenmaal 10 min bij 20. 000 g gecentrifugeerd 
(Lourdes 9 RA-24 rotor) en de supernatant voor meting aangewend. Een met 
behulp van runderserumalbumine opgestelde ijklijn gold als standaard. 
4. BEPALING VAN P/O-VERHOUDING, RCR EN SPECIFIEKE ACTIVITEIT 
De efficiëntie der oxydatieve fosforylering, uitgedrukt als de 
verhouding P / O , werd bij de oxydatie van verschillende substraten door mito-
chondrion (zie hoofdstuk 3) polarografisch bepaald volgens de methode van 
Chance & Williams (1955). Deze methode maakt het mogelijk tevens de 
specifieke ademhalingsactiviteiten en ademhalingsregulatieverhoudingen (RCR-
waarden) te bepalen (B. Chance &G.R. Williams, 1955, 1956). Fig. 14 geeft 
van deze werkwijze een voorbeeld aan de hand van de oxydatie van aethanol door 
mitochondriën van Saccharomyces car lsbergensis . Getoond wordt het verloop 
van de zuurstofspanning (pO_) met de tijd onder invloed van de aangegeven toe-
voegingen. Achtereenvolgens werd onder roeren via het geopende toevoegings-
kanaal de aangegeven hoeveelheid reactiemedium en mitochondriale suspensie 
in het reactievat gebracht (fig. 15), waarna dit met het stopje werd gesloten. 
Met de overige toevoegingen werd gewacht, totdat de temperatuur zich, na toe-
voeging van de ijskoude mitochondriale suspensie, had hersteld tot de uitgangs-
temperatuur van het reactiemedium (21 C). Dit herstel werd via een thermistor 
(fig. 15) gevolgd. De overige toevoegingen geschiedden via het doorboorde stopje: 
de μΐ-pipetten werden daarin leeggeblazen en het stopje enige malen op en neer 
bewogen. De reagentia werden aldus in de hoofdmassa van het reactievat ge­
roerd. 
De feitelijke veranderingen van pO„ zijn in fig. 14 vertaald in 
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Fig. 14 Verloop van de ademhaling met de tijd van mitochondnën (Mw) van S. carUbergensis onder in-
vloed van verschillende toevoegingen Buffer staat voor een reactiemedium met de volgende 
samenstelling- 10 mM ΚΗ,ΡΟ + 10 mM triaethanolamine, pH 6,5, 1 M sorbitol, 10 mM 
2 4 
KCl, 0,5 mM EDTA, 0,5 mg/ml mndersemmalbumine (na afiratie toegevoegd). Het reactie­
medium was bij 21 С met lucht veizadigd (par. V.2.a) . 
Toevoegingen· 20 a l 2 M aethanol, en achtereenvolgens 9,58, 9,76 en 10,05 u ' 0,0772 M 
ADP (deze volumina werden bij de berekeningen t . o . v het totaal verwaarloosd). Mitochon­
driale eindconcentratie 0,75 mg eiwit/ml De zuutïtofconcentratie ш de buffer werd berekend 
met behulp van de gegevens vooraO en pH O uit tabel IV, het gegeven van de barometer-
stand (756,52 mm Hg) en de formule voor [Oj] (par. .2) 
Gemeten werd bij 21 C. P/O-verhoudingen en RCR-waarden staan naast de curve opgegeven, 
de onbenoemde getallen langs de curve zijn specifieke oxydatieve activiteiten (mamol 0 /mg 
mitochondriaal eiwit χ min). 
veranderingen per tijdseenheid van de concentratie aan opgeloste zuurstof door 
middel van de oplosbaarheidscoëfficient » (pa r . V .2 .a , t abe l IV)en gedeeld door 
de mitochondriale eiwitconcentratie in mg/ml . Na toevoeging van de mitochon-
driale suspensie (3,4 mg eiwit) volgt een kleine daling van de pO. vanwege het 
feit, dat de mitochondriale suspensie door oxydatie van endogeen substraat 
anaëroob is geworden. Het daarna toegevoegde substraat (8, 9 mM aethanol) ve r -
hoogt de specifieke oxydatieve activiteit van praktisch 0 tot 28 τημιηοΐ 0_/mg 
eiwit χ min. Deze metabole toestand in afwezigheid van ADP wordt volgens 
Chance & Williams (1955, 1956) gedefinieerd als toestand 4. Na toevoeging 
van ADP wordt de specifieke oxydatieve activiteit verder verhoogd tot 51 m μ mol 
0„/mg eiwit χ min. Na fosforylering van alle toegevoegde ADP tot ATP komt de 
ademhalingssnelheid weer terug tot een tweede toestand 4 (29 πιμπιοί 0 2 / m g 
eiwit χ min). De toestand in aanwezigheid van substraat en ADP wordt gedefi­
nieerd als toestand 3. (B. Chance & G . R . Williams, 1955, 1956). Deze opeenvol-
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watermantel voor thermosteren reactievat, wt = watertoevoer, wa -waterafvoer, t = ther-
mistor voor temperatuurcontrole reactievat, rs = roerstaafje, tk = toevoegingskanaal met dito 
stop uit plexiglas, m - magneetroerder. 
ging van toestand 3 en 4 wordt in fig. 14 nogmaals gedemonstreerd, terwijl ge-
durende de derde toestand 3 het systeem anaëroob wordt (toestand 5, B. Chance 
& G.R. Williams, 1955, 1956). Uit de afstand tussen de snijpunten van 2 opeen-
volgende toestanden 4 met de daartussen liggende toestand 3 kan de hoeveelheid 
zuurstof worden berekend, die opgenomen werd tijdens de fosforylering van de 
tot deze toestand 3 aanleiding gevende hoeveelheid ADP. Deling van de hoeveel-
heid toegevoegd ADP ^molen) door de hoeveelheid verbruikte zuurstof ^ a t o -
men) levert de P/O-verhouding op, welke voor beide toevoegingen van ADP in 
fig. 14 is weergegeven. De specifieke oxydatieve activiteiten staan voor de ver -
schillende toestanden 3 en 4 als onbenoemde getallen langs de curve opgesteld. 
Als ademhalingsregulatie (RCR) wordt door ons gebruikt de 
verhouding van de specifieke oxydatieve activiteit van toestand 3 gedeeld door 
die van de daarop volgende toestand 4 (B. Chance & G.R. Williams, 1955, 1956) 
en niet door die van de eraan voorafgaande toestand 4 (P. Borst , 1961; E. A. Duell, 
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S. bioue & M. F. Utter, 1964). Wil de methode bruikbaar en betrouwbaar zijn 
voor het bepalen van Ρ/O-verhoudingen, dan zal tenminste aan de volgende drie 
punten voldaan moeten zijn: 1) de mitochondriën moeten ademhalingsregulatie 
vertonen; 2) de door de schrijver geregistreerde electrode stroom zal rechteven-
redig moeten zijn met pO„; 3) ademhalingsregulatie zal pas mogen optreden na-
dat al het toegevoegde ADP tot ATP is gefosforyleerd. 
Aan het eers te punt is blijkens fig. 14 en hoofdstuk 3 bij onze 
mitochondriënpreparaten, bereid volgens par . Г , voldaan. Aan het tweede punt 
is , zoals we bij de beschrijving van de electrode (par. V. 1) hebben gezien, vol­
daan. Wat betreft het derde punt: door Chance & Williams alsmede Hagihara uit­
gevoerde controles hebben, via kwantitatieve analyse van anorganisch fosfaat 
bij begin en eind van toestand 3, aangetoond, dat de verdwijning van anorganisch 
fosfaat aequivalent was aan de toegevoegde hoeveelheid ADP (B. Chance & G.R. 
Williams, 1955) en P/O-verhoudingen opleverde, welke in goede overeenstemming 
waren met die, verkregen met de in deze subparagraaf beschreven ADP/O bepa­
lingsmethode volgens Chance & Williams (B. Hagihara, 1961), 
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H O O F D S T U K 3 
OXYDATIEVE FOSFORYLERING MET VERSCHILLENDE SUBSTRATEN 
I INLEIDING 
Het is bekend, dat mitochondri'én de vindplaats in de cel zijn van activitei-
ten, die tot de citroenzuurcyclus behoren en gistmitochondriën maken daarop 
geen uitzondering (hoofdstuk 1, par. Π). Van de verschillende enzymatische ac­
tiviteiten van deze cyclus zal worden nagegaan, of er een onderlinge beïnvloe-
ding bestaat, m. a. w. hoe de cyclus wordt geregeld. 
Daarnaast zullen een aantal, niet tot de citroenzuurcyclus behorende acti-
viteiten, worden behandeld. In beide gevallen zal blijken, dat de oxydatieve ac-
tiviteit voor een aantal substraten geen constant verloop heeft, maar een toena-
me of afname vertoont. De grootte en soms het teken van de verandering is voor 
een aantal van deze substraten afhankelijk van de pH. Dit alles duidt op de mo-
gelijkheid van deelname aan de totale activiteit, of regulatie daarvan door pro-
ducten van het bestudeerde substraat. Op deze verschijnselen, welke voor een 
deel kunnen worden ondergebracht onder het begrip metabolische regulatie, zal 
hieronder nader worden ingegaan en er zullen twee manieren worden toegepast 
om dit probleem te benaderen. 
Ten eers te zullen de gevonden pH-optima vergeleken worden met die van 
de bij de oxydatie van het toegevoegd substraat betrokken enzymen (par. ΠΙ. 1. c l ) , 
ten tweede zal het verloop van de specifieke activiteit na opeenvolgende toevoe­
gingen van ADP worden nagegaan (par. III. 1. c2). De achtergrond van deze be­
naderingswijzen zal in par . III. l . c worden uiteengezet. 
Voor mitochondriën van verschillende gistsoorten werden voor NAD-gekop-
pelde substraten P/O-verhoudingen verkregen, welke één eenheid lager waren 
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dan de voor andere gistsoorten en dieren gevonden waarden (hoofdstuk 1, par . 
II. 3). Daarom zal in het resterend deel van dit hoofdstuk op de gevonden P / O -
verhoudingen nader worden ingegaan, immers deze kunnen een aanwijzing ge-
ven voor het aantal fosforyleringsplaatsen langs de ademhalingsketen (hoofdstuk 
1, par . 1.5 en fig. 1). Eers t zal worden nagegaan of de mitochondriën onder de 
voor meting van de oxydatieve fosforylering aangehouden condities myokinase-
activiteit bezitten, daar dan het in het commerciële ADP voorkomende AMP in 
rekening gebracht moet worden bij berekening van de P/O-verhouding (par. Ш . 2 . а ) . 
II MATERIALEN EN METHODEN 
De oxydatieve fosforylering werd gemeten zoals beschreven in hoofdstuk 2, 
par . VI. 4 (fig. 14). Specifieke oxydatieve activiteiten, P/O-verhoudingen en 
RCR- waarden werden bepaald voor mitochondriën, geïsoleerd uit S. carlsbergen-
sis en C.uti l is volgens de isoleringsschema's , weergegeven in hoofdstuk 2 (fig. 
3 en 8). De pH van het reactiemedium werd met 15% KOH ingesteld op de onder 
RESULTATEN vermelde waarden. De pH-waarden bij de oxydatie van acetaat + 
L-malaat (fig. IA) verschillen voor een deel van die van de buffer vanwege de 
verminderde buffercapaciteit beneden pH 6. 
De barometers tand, waarbij het medium met lucht verzadigd was en waar-
bij werd gemeten was 754,1 - 766 mm Hg, wat overeenkomt met een verzadi-
gingsconcentratie van zuurstof in de gebruikte media van 221 - 225 μΜ (hoofd­
stuk 2, par . V. 2. a). Het reactiemengsel bevatte in afhankelijkheid van de groot­
te van het reactievat 3, 8 of 4,3 - 4,4 ml medium + 0,2 ml mitochondriale sus­
pensie (voor eindconcentratie mitochondriaal eiwit zie onder RESULTATEN). 
Toegevoegd werd 10 - 25 μΐ 1 - 2 M substraat (NADH en NADPH, 0,3 M en te-
tramethyl-p-fenyleendiamine, 0, 05 M, hadden een afwijkende sterkte). De ADP-
oplossing had een sterkte van 0,0718 - 0,0800 M en bevatte 0,0105 - 0,0112 M 
AMP, maar geen ATP. Van deze oplossing werd enkele malen achtereen 10 μΐ 
aan het reactiemedium toegevoegd (hoofdstuk 2, fig. 14). Van AMP (0,0782 -
0,0898 M, bevatte geen ADP of ATP) werd telkens 2 μΐ toegevoegd, eventueel na 
2 μΐ 2 M MgCl Alle oplossingen waren gemaakt in met kwartsapparatuur be­
reide aqua bidest. Het volume van de toevoegingen (substraten, MgCl_, ADP en 
AMP) beliep een totaal van ten hoogste 60 μΐ en werd bij de berekeningen ver­
waarloosd. Bepaling van de mitochondriale concentratie en van de sterkte van de 
adeninenucleotiden is in hoofdstuk 2, respectievelijk par . VI. 3 en 2, vermeld. 
Daar S. carlsbergensismitochondriën geen myokinase-activiteit vertoonden 
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(par. Ш. 2.a), werd voor bepaling van de oxydatieve fosforylering door deze 
mitochonriën (fig. 1, 2 en 9) geen bepaling van het gehalte aan AMP in het toe-
gevoegde ADP gedaan. Alle overige bepalingsmethoden slaan bij de desbetref-
fende figuren (fig. 3 en 4) aangeduid. 
De gebruikte pipetten waren geijkt, de μΐ-pipetten volgens de methode van 
Lowry, Roberts, Leiner, Wu & F a r r (1954), de pipetten groter dan 0,1 ml door 
weging van het uitgelopen water in een weegflesje en deling door het soortelijk 
gewicht. 
Ill RESULTATEN 
1. ADEMHALING 
Achtereenvolgens zullen de citroenzuurcyclusactivi teilen (fig. 1) en de bui­
ten deze cyclus vallende activiteiten (fig. 2) worden behandeld. Van de eerstge­
noemde activiteiten zou men kunnen verwachten, dat zij elkaar beïnvloeden, 
waardoor een regulatie binnen de cyclus zou kunnen optreden. 
a. De citroenzuurcyclus 
Uit fig. 1 blijkt, dat de tot de citroenzuurcyclus behorende activiteiten in 
gistmitochondriën (S. carlsbergensis) voorkomen. Bij de oxydatie van acetaat 
+ L-malaat is acetyl-CoA-synthetase, L-malaatdehydrogenase en citraatsynthe-
tase (condensing enzyme) betrokken. Bewijs voor het feit, dat de drie genoemde 
enzymen bij de oxydatie samenwerken is te zien in tabel I. L-malaat en acetaat 
afzonderlijk worden zeer langzaam geoxydeerd (respectievelijk met een specifie-
ke activiteit van 4 en 2 πΐμίηοΐ O./mg eiwit χ min). Activering van de ademhaling 
(toestand 4) door toevoeging van ADP (toestand 3) treedt niet op. Blijkbaar is toe­
voer van de electronen naar de ademhalingsketen de beperkende factor. De oxy­
datie van L-malaat en acetaat tezamen geschiedt met het 5-9-voudige (toestand 4) 
of 9-18-voudige (toestand 3) van de som van de activiteiten met L-malaat en ace­
taat afzonderlijk. Hieruit valt te concluderen, dat de oxydatie van L-malaat door 
verwijdering van oxaalacetaat via condensatie met acetyl-CoA wordt versterkt . 
Het feit, dat zonder toevoeging van adeninenucleotide (tabel I, eers te toestand 4) 
de respirat ie met L-malaat reeds duidelijk door acetaat versterkt wordt, geeft 
een aanwijzing, dat endogeen voldoende ATP voorkomt of gemaakt wordt om ace­
taat te activeren. Pyruvaat geeft eveneens een versterking van de malaatoxydatie 
(tabel I). 
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Tabel I 
Specifieke activiteiten van het zuurstofverbruik met L-malaat, acetaat, endogeen substraat , acetaat 
+ L-malaat, pyruvaat en pyruvaat + L-malaat. 
MHochondriën van S.carlsbergensis (0 ,6 mg eiwit/ml), substraatconcentraties L-malaat (2,5 mM), 
acetaat (5 mM), pyruvaat (2,5 mM), pH-reactiemdium = 5 ,8 , verdere condities als beschreven bij 
MATERIALEN EN METHODEN, 0 (toestand 4) geeft de specifieke activiteit aan voor toevoeging van 
ADP, a, b en с duiden op drie daarop volgende toevoegingen van ADP. 
Substraat 
endogeen 
L-malaat 
acetaat 
L-malaat + 
acetaat 
» 
pyruvaat 
pyruvaat + 
L-malaat 
Specifieke activiteit (m 
toestand 3 
a b c 
0 - -
4 - -
2 - -
S4 93 95 
61 105 104 
16 34 34 
49 60 68 
μ mol 0 /mg eiwit χ min) 
toestand 4 
0 a b \ 
0 - -
4 - -
2 - -
29 39 41 
29 46 54 
S 12 17 
16 25 26 
De stimulering van de ademhaling met betrekking tot de som van de respi­
ratoire activiteiten met L-malaat en pyruvaat afzonderlijk is hier geringer (0,2 
- 0 , 8 maal in toestand 4 en 0, 6 - 1,4 maal in toestand 3) dan de 4-8-voudige 
stimulering in toestand 4 en 8-17-voudige stimulering in toestand 3, welke bij 
de oxydatie van L-malaat + acetaat plaats vond (zie boven). Onder stimulering 
wordt verstaan het aantal malen, dat de ademhaling de som van de deelrespira-
ties te boven gaat. De specifieke oxydatieve activiteit met pyruvaat alleen is dan 
ook duidelijk hoger dan de specifieke oxydatieve activiteit met acetaat alleen, 
waarschijnlijk door de bijdrage van het pyruvaatdehydrogenasecomplex als elec-
tronendonor aan de ademhalingsketen. Hier is in toestand 4 niet de electronen-
overdracht naar de ademhalingsketen, maar ADP de beperkende factor voor de 
oxydatieve activiteit. 
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De oxydatie van citraat, fig. 1С, duidt op de aanwezigheid van aconitase 
en isocitraatdehydrogenase. E r kan hier geen onderscheid gemaakt worden tus­
sen de NAD- en NADP-gekoppelde isocitraatdehydrogenase, maar blijkens het 
werk van Bernofsky & Utter (1966) zijn beide in gistmitochondriën aanwezig. De 
oxydatie van a- ketoglutaraat (fig. ID) levert het bewijs van de werkzaamheid 
van het cr-ketoglutaraatdehydrogenasecomplex en de succinaatoxydatie (fig. IE) 
van de werkzaamheid van de succinaatdehydrogenase. 
Beschouwing van fig. 1 vestigt de indruk, dat de react ies , waarbij het pyru-
vaatdehydrogenase- en a-ketoglutaraatdehydrogenasecomplex betrokken zijn 
(fig. IBenD) , beperkend zullen zijn voor de steady state, waarinde citroenzuur-
cyclus zal verkeren, gerekend naar het optimum van de verschillende weerge-
geven activiteiten (pH 6,5-7). Deze indruk wordt nog vers te rk t , wanneer ver-
schillende activiteiten van de citroenzuurcyclus met eenzelfde mitochondriaal 
preparaat en bij eenzelfde pH worden gemeten. Gemiddelden van waarnemingen, 
verricht aan 4 mitochondriale preparaten, leverden bij pH 6,5 de volgende oxy-
datiesnelheden voor toestand 3 op: L-malaat (4,4 mM) + pyruvaat (4,4 mM), 38-
46, ci traat (8,9 mM), 50-68, o-ketoglutaraat (4,4 mM), 32-40 en succinaat 
(8,9 mM), 63-68 m μΐηοΐ 0 /mg eiwit χ min. Gegeven zijn de uiterste grenzen, 
d.w. ζ. de specifieke oxydatieve activiteit na de eers te en laatste toevoeging van 
ADP; pH 6,5 valt samen met of ligt nabij het optimum voor de oxydatie van de 
genoemde substraten (fig. 1). Ook hier zijn de specifieke activiteiten voor L-
malaat + pyruvaat en o-ketoglutaraat weer het laagst. De pH van 6,5 is een re­
ële waarde voor de zuurgraad van de celinhoud in een situatie, waarbij een o-
vermaat aan zure metabolieten aanwezig is (hoofdstuk 2, par . IV. 3). 
b. Buiten de citroenzuurcyclus vallende activiteiten 
Fig. 2 toont een aantal oxydatieve activiteiten, die buiten de citroenzuur-
cyclus vallen en de daarbij behorende substraten, te weten: 
aethanol, NADH, <*-glycerofosfaat, L-lactaat en NADPH. Van de meeste van 
deze substraten was reeds aangetoond, dat hun oxydatie door gistmitochondriën 
gekatalyseerd wordt (hoofdstuk I, par . Π.3). De oxydatie van c*-glycerofosfaat 
door electronentransportdeeltjes uit Candida parapsilosis was door Biggs & 
Linnane (1963) aangetoond. Later werd gevonden dat mitochondriën van Saccha-
romyces cerevisiae en Endomyces magnusii eveneens dit substraat oxydeerden 
(E.A. Duell, S. Inoue & M . F . Utter, 1964; R.A. Zvyagil'skaya & A.V. Kotelni-
kova, 1964). 
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De oxydatie van dit substraat door gistmitochondriën werd in tegenstelling 
tot de α-glycerofosfaatoxydatie door vliegspiermitochondriën van insecten 
(R.W. Estabrook & В. Sacktor, 1958) niet door EDTA in millimolaire contra­
lles geremd. 
Wat betreft de oxydatie van NADPH bestaat er een discrepantie tussen mijn 
waarnemingen en die van Schatz en Klima (1964). Laatstgenoemde auteurs von­
den, dat een homogenaat van bakkersgist wel NADH, maar geen NADPH oxydeer-
de met zuurstof als electronenacceptor. Wel werd door hen naast NADH-cyto-
chroom с reductase- ook NADPH-суtochroom с reductaseactiviteit in het ho­
mogenaat aangetroffen, maar analyse via isopyknische centrifugatie leerde, dat 
het optimum van laatstgenoemde activiteit samenviel met een dichtheid van 1,125 
-1,130 g/cm en gebonden was aan gladde membranen van het microsomale type. 
Mitochondriale activiteiten als NADH-oxydase, succinaatdehydrogenase, cyto-
chroomoxydase en NADH-cytochroom с reductase kwamen bij gradiëntcentrigu-
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gatie tot evenwicht bij een dichtheid van 1,16-1,18 g/cm . De NADPH-cytochtoom 
с reductaseactiviteit werd niet geremd door antimycine A (hoofdstuk 1, fig. 1) en 
werd niet verlaagd door anaërobe kweekcondities of ademhalingsdeficiëntie van de 
gistcel. Dit alles duidt erop, dat NADPH-cy tochroom с reductaseactiviteit in de 
gistcel geen mitochondriale activiteit is . 
Daartegenover werd door mij wel een duidelijke NADPH-oxydaseactiviteit in 
de mitochondriale fractie zowel van S.carlsbergensis (fig. 2) als van C.utilis 
(hoofdstuk 5) gevonden, waarvan het maximum niet onderdeed voor dat van een 
aantal tot de citroenzuurcyclus behorende (fig. 1) en daarbuiten vallende activi­
teiten (fig. 2). Deze NADPH- oxydaseactiviteit vertoonde ademhalingsregulatie 
(par. II. 2. b) en werd door antimycine A geremd (hoofdstuk 5). Dit alles wijst 
erop, dat we hier te maken hebben met een mitochondriale activiteit. De moge­
lijkheid dient echter uitgesloten te worden dat interactie van microsomale en mi­
tochondriale ademhalingsketens via overdracht van electronen microsomale in 
mitochondriale activiteiten omzet, welke door ademhalingsregulatie en gevoelig­
heid t. o.v. antimycine A gekenmerkt worden. Dit kan worden onderzocht door 
toenemende hoeveelheden van een microsomale fractie aan mitochondriën toe te 
voegen. Er zal dan een stimulering van de mitochondriën door de microsomen 
Fig. 2. De specifieke activiteit in toestand 3 en 4, de P/O en RCR voor de oxydatie van een aantal 
substraten, die buiten de citroenzuurcyclus vallen, door mitochondriën van S.carlsbergensis 
(0, 6 - 1 , 1 mg eiwit/ml) in afhankelijkheid van de pH. 0 is de specifieke activiteit na toe-
voeging van substraat (eerste toestand 4), a en b geven twee opeenvolgende toevoegingen 
ADP aan. De aanvangsconcentraties van de substraten щ het reactiemedium zijn in de figuur 
opgenomen. 
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moeten plaatsvinden vergeleken met de som van de activiteiten van beide afzon-
derlijk, totdat verzadiging van de mitochondriën met microsomen optreedt. Bo-
ven dit verzadigingspunt zal de toename van de activiteit gelijk moeten zijn aan 
die, welke met toenemende hoeveelheden van de microsomale fractie bij afwezig-
heid van mitochondriën bereikt wordt. Deze proefopzet werd uitgevoerd met be-
trekking tot de NADPH-oxydase- en NADH-oxydaseactiviteit . Een gering, anti-
mycine A ongevoelig, deel van de NADH-cytochroom с reductaseactiviteit in de 
gistcel was namelijk aan bovengenoemde microsomale membraanfractie toe te 
schrijven (G. Schatz & J . Klima, 1964). 
Als microsomale fracties werden deeltjesfracties geïsoleerd, die tussen 
9000 en 20. 000 g (35 min) en 20. 000 en 110. 000 g (75 min) sedimenteerden. De 
eers te fractie zal de 20.000 g-fractie genoemd worden, de tweede de 110.000 g-
fractie. De 20.000 g-fractie werd geïsoleerd uit de eers te 9000 g-supernatant 
(hoofdstuk 2, fig. 3), nadat deze nog 2 χ 10 min bij 9000 g was gecentrifugeerd. 
Het 20.000 g-sediment werd eenmaal met de homogenisatiebuffer gewassen en 
in deze buffer opgenomen tot een concentratie van 2 2 , 5 - 3 3 mg eiwit/ml. Pola-
rografisch getest, vertoonde de 20. 000 g-fractie oxydatie van NADH, NADPH en 
succinaat (tabel II), terwijl de NADH- en succinaatoxydatie ademhalingsregula­
tie vertoonden. De specifieke oxydatieve activiteiten voor de onderzochte sub­
straten lagen ver onder die van de uit hetzelfde gisthomogenaat geïsoleerde mi-
tochondriënfractie. Naast de lagere ademhalingsregulatieverhoudingen duidt 
dit erop, dat de 20.000 g-fractie beschadigde mitochondriën bevatte. Ver-
der kon NADH- en NADPH-oxydatie door de 20.000 g - f rac t i e volledig ge-
remd worden met antimycine A (tabel Π ) . Een bijdrage van microsomen 
aan de directe oxydatie van NADH en NADPH met zuurstof als e lectro-
nenacceptor is hiermee voor het onderzochte geval uitgesloten, daar r e m ­
ming door antimycine A tot mitochondriën is beperkt. 
Een bijdrage van microsomen door interactie met mitochondriën werd getestdoor 
toevoeging van de 20. 000 g-fractie aan de mitochondriale fractie en bepaling van 
de NADH- en NADPH-oxydatie voor de gecombineerde fracties (fig. 3). De 20. 000 
g-fractie stimuleerde noch de NADH-, noch de NADPH-oxydatie door de mitochon-
driale fractie in een absolute mate, dieboven de activiteit van de 20.000 g-fractie 
uitging. Hiermee lijkt een coöperatie van microsomen, eventueel aanwezig in de 
20.000 g-fractie, met mitochondriën bij de oxydatie van NADH en NADPH on-
waarschijnlijk, tenzij men zou aannemen dat de mitochondriën reeds door mi-
crosomen verzadigd waren. 
De 110.000 g-fractie werd uit het homogenaat (hoofdstuk 2, fig. 3) geïso-
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Tabel II 
Vergelijking van de specifieke activiteiten van het zuurstofverbruik van de mitochondriale (Mw) en 
20.000 g-fractie uit Saccharomyces carlsbergensis met NADH, NADPH en succinaat als substraten. 
Substraatconcentraties NADH (1,5 mM), NADPH (1,5 mM) en succinaat (10 mM). 
Experiment 1: mitochondriale concentratie 0,8 mg eiwit/ml, 20.000 g-fractie 1, 1 mg eiwit/ml. 
Experiment 2: mitochondriale concentratie 0,6 mg eiwit/ml, 20.000 g-fractie 1,6 mg eiwit/ml. 
Experiment 1 en 2 werden met verschillende mitochondriale preparaten en 20 000 g-fracties uitgevoerd, 
mitochondrien en 20.000 g-fractie waren aOtomstig uit hetzelfde homogenaat (hoofdstuk 2, fig. 3). 
pH reactiemedium = 6,5, verdere condities als beschreven onder MATERIALEN EN METHODEN, 
0 (toestand 4) geeft de specifieke activiteit aan voor toevoeging van ADP, a, b en с duiden op 3 daar­
opvolgende toevoegingen van ADP. 
Exp. 
no. 
1 
1 
2 
Fractie 
Mw 
20.000 g 
Mw 
20.000 g 
Mw 
20.000 g 
Substraat 
NADH 
NADPH 
Succinaat 
Specifieke activiteit 
(ιημ,πιοί 0 /mg eiwit χ min) 
toestand 3 
a b c 
183 164 115 
32 32 -
104 89 -
22 
80 81 76 
14 14 13 
toestand 4 
0 а b 
45 48 43 
16 20 -
49 50 -
17 -
40 55 57 
9 10 10 
P/O 
а b 
1,89 1,70 
1,32 -
1,52 -
1,89 1,53 
1,62 1,80 
RCR 
a b 
3,8 3.8 
1,6 -
2.1 -
1,4 1,4 
1,4 1,4 
Remming door antimycine A van de NADH-oxydatie door de 20.000 g-fractie, 
Antimycine A (AA) was een oplossing in methanol (1 mg/ml), daarvan werd 10 μΐ aan het reactie-
mengsel tijdens toestand 3 toegevoegd (2, 2 p,g/mg mitochondriaal eiwit). 
Exp. 
no. 
1 
Fractie 
20.000 g 
Substraat 
NADH 
NADPH 
Specifieke activiteit 
(ιημιποί 0 /mg eiwit χ min) 
toestand 3 
-AA +AA 
34 0,5 
18 0,9 
toestand 4 
0 
16 
14 
% remming van de 
spec. act. in toe­
stand 3 
99 
95 
73 
-NADPHÍ 
β 
6 
4-
2 -
0-
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Fig. 3. Aanvangsactiviteit, -(mμ.mol/min), van de oxydatie van NADPH 
(A) an NADH (B) door mitochondriën (Mw) en een 20.000 g deel-
tjesfractie uit S.carlsbergensis (fluorimetrisch bij 210C bepaald 
volgens R.W. Estabrook, 1962). (A) 2 ml reactiemedium, pH 6,5 , 
+ 9 μ,Μ NADPH + 0,19 mM ADP. Mitochondriale concentratie 
243 r^g eiwit/ml; de eiwitconcentratie van de 20.000 g-fractie is 
op de abscis aangegeven. (B) 2 ml reactiemedium, pH6,5, + 11, 3 
μ M NADH + 0,19 mM ADP. Mitochondriale concentratie 24, 3 μg 
eiwit/ml; de eiwitconcentratie van de 20.000 g-fractie is aange­
geven op de abscis. · · aanvangsactiviteit van de 20.000 g-
fractie; 0 O aanvangsactiviteit van Mw + 20.000 g-fractie. 
De reactie werd gestart door toevoeging van de mitochondriën, de 
20.000 g-fractie, of een combinatie van beide. Aanvangsactivi-
teiten /mg eiwit: NADPH-oxydatie: mitochondriën 9,4 , 20.000 g-
fractie 4 ,4 n ^ m o l / m g eiwit χ min; NADH-oxydatie: mitochondri­
ën 220, 20.000 g-fractie 86 mjirnol /mg eiwit χ min. 
leerd na twee centrifugaties bij 20.000 g (35 min). De supernatant werd in de 
Spinco preparatieve ultracentrifuge (rotor 50) gedurende 75 min bij 110.000 g 
gecentrifugeerd. Het sediment werd in de homogenisatiebuffer gesuspendeerd 
en opnieuw 75 min bij 110. 000 g gecentrifugeerd. Het glasheldere sediment 
werd tenslotte in dezelfde buffer opgenomen tot een concentratie van ca. 25 mg 
eiwit/ml. Deze fractie vertoonde in het gebied tussen pH 6,5 en 7,4 polarogra-
fisch getest geen NADH- of NADPH-oxydatie (eiwitconcentratie 1,3 mg/ml re­
actiemedium). Verder vertoonde de 110.000 g-fractie in 10 mM K-fosfaat (pH 
7,4) in aan- en afwezigheid van N a 2 S 2 0 4 ( c a · * m M ) geen absorptiepiek in het 
zichtbare golflengtegebied (320-650 тц) bij een eiwitconcentratie van 1,7 - 2,6 
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mg/ml . Dit duidt op de afwezigheid van electronentransportcomponenten, die 
absorptiepieken in dit golflengtegebied bezitten (B. Chance & G.R. Williams, 
1956). Meer verdunde suspensies (0,03-0,05 mg eiwit/ml) vertoonden in het 
golflengtegebied van 320 - 220muhet voor ribonucleoproteïne typerende absorp-
tiespectrum van gistribosomen (fig. 4). Dit stemt overeen met het door Chao & 
E • 
1.0 η 
0,8- / 
0.6- / 
0,4 - y/ 
0,2 - y ' ^ — 
0.0- - ^ 
— ι 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
320 3 0 0 2Ô0 2 6 0 240 2 2 0 
λ f тп^л ) 
Fig. 4. Ultraviolet-absorptiespectruin van een 110.000 g-fractie uit Saccha-
romyces carlsbergensis in 10 mM K-fosfaat, pH 7,4; concentratie 
0,034 mg ribosomaal eiwit/ml. (Zeiss registrerende spectiofotometer 
M Q Ш). 
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Schachman (1Э56) gemeten spectrum met een absorptiepiek bij 258 en een dal 
bij 237 πΐμ. Wegens de afwezigheid van absorptiepieken in het zichtbare gebied 
en de daaruit afgeleide afwezigheid van electronentransportcomponenten werd 
de 110.000 g-fractie niet verder bestudeerd. Daar geen van beide besproken 
postmitochondriale fracties, buiten de mitochondriale verontreiniging daarin 
(20. 000 g-fractie), enige bijdrage leverde aan de oxydatie van NADH en NADPH 
door de mitochondriale fractie, mag geconcludeerd worden, dat beide oxydaties 
specifiek mitochondriale activiteiten zijn. 
c. Factoren bepalend voor de specifieke activiteiten 
Factoren, die bij constante temperatuur de specifieke oxydatieve activiteit 
van de mitochondriën beïnvloeden, zijn de substraatconcentratie, de pH, de 
aanwezigheid van fosfaat en fosfaatacceptor (ADP), de vorming van producten, 
die door deelname aan het oxydatieproces de specifieke activiteit verhogen, of 
75 
producten die de specifieke activiteit door remming verlagen, de kwaliteit van 
de geïsoleerde mitochondriën en de samenstelling van het reactiemedium. We 
willen nagaan of de oxydatie van de onder a en b genoemde substraten wordt 
bepaald door de daarbij direct betrokken dehydrogenasen en hun cofactoren, of 
dat gevormde producten hun invloed kunnen doen gelden en mede bepalend zijn 
voor de optimale oxydatieve condities. Factoren, die buiten deze omlijning lig-
gen, willen we zoveel mogelijk uitsluiten of hun invloed constant houden. 
Deze factoren zullen we hieronder opsommen. 
Een optimale kwaliteit van de mitochondriën wordt nagestreefd door de ge-
volgde kweekmethode van de gist en de isolatietechniek van de mitochondriën 
(hoofdstuk 2). Vetzuren, die naast hun ontkoppelende werking ook de mitochon-
driën kunnen beschadigen en daardoor de oxydatie van verschillende substraten 
kunnen remmen (A. L. Lehninger & L . F . Remmert, 1959; S.E. Lewis & К.S. 
Fowler, 1960; R. G. Stickland, 1961) zijn verwijderd door de aanwezigheid van 
serumalbumine tijdens de isolatie van de mitochondriën. De schadelijke wer-
king van bivalente kationen (hoofdstuk 2, par . IV. 3) wordt door toevoeging van 
EDTA voorkomen. Runderserumalbumine en EDTA zijn beide ook in het reac-
tiemedium aanwezig. De invloed van de samenstelling van het reactiemedium 
uit zich tevens door de osmotische concentratie van de opgeloste suiker. De 
oxydatieve activiteit is daarbij omgekeerd evenredig met de toniciteit (E.C. 
Slater & K.W. Cleland, 1953). De samenstelling van het reactiemedium is 
daarom constant gehouden en is isotoon met de celinhoud (hoofdstuk 2, par . IV. 1). 
Buffersubstanties die kunnen remmen, zoals maleaat (V. Massey, 1953; T. 
Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagihara, 1966), zijn vermeden. 
Wanneer we de specifieke activiteit van de dehydrogenase willen meten, 
zullen noch de ademhalingsketen, noch de fosforylering beperkend mogen zijn. 
De aanwezigheid van overmaat ADP en P i (toestand 3) heft de laatstgenoemde be-
perking op. De ADP-concentratie, waarbij halfmaximale stimulering van de 
ademhaling wordt bereikt, is 20-30 μΜ (B. Chance & G.R. Williams, 1955; 
B. Chance & В. Hagihara, 1961; W.X. Balcavage & J . R . Mattoon, 1968) en ligt 
daarmee ver onder de gebezigde aanvangsconcentratie in toestand 3 (ca. 190 μ M). 
De fosfaatconcentratie in het reactiemedium bedraagt het 10-100-voudige van de 
Km voor fosfaat (0,13 - ImM). 
Beschouwing van fig. 5 en 2B doet inzien, dat de ademhalingsketen in toe­
stand 3, althans over het traject coenzym Q »O (hoofdstuk 1, fig. 1), niet 
beperkend is voor de specifieke oxydatieve activiteit in het onderzochte pH-ge-
bied (6,0-7,8). De activiteit met ascorbaat + TMPD is kenmerkend voor de cyto-
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Fig. 5. De specifieke activiteit ία toestand 3 en 
4 voor de oxydatie van ascorbaat + N:N: 
Ν': Ν' -tetramethyl-p-fenyleendiamine 
(TMPD) door mitochondnën van S.carls-
bergensis (1 mg eiwit/ml) in afhankelijk-
heid van de pH. Voor betekenis van de 
symbolen 0 en a zie fig. 1. De begin-
concentraties substraat staan in de figuur 
vermeld. 
chroomoxydase, terwijl toegevoegd NADH electronen in de ademhalingsketen in-
troduceert bij coenzym Q (P.A. Light, C I . Ragan & P . B . Garland, 1967). Bei-
de genoemde activiteiten liggen boven die, welke voor de andere substraten ge-
vonden zijn. De reductiegraad van NAD en coenzym Q kon als indicator dienen 
van de waterstofdonor-activiteit van de verschillende substraten en deze was 
lineair met de specifieke oxydatieve activiteit in toestand 3 (T. Ohmshi, A. 
Kroger, H.W. Heldt, E. Ρ faff & M. Klingenberg, 1967). Dus is de oxydatieve 
activiteit in toestand 3 een maat voor de activiteiten van de verschillende dehy-
drogenasen. 
Bij de beschouwing van de metabole regulatie zullen hier twee parameters 
in het oog worden gevat, het pH-optimum en de specifieke oxydatieve activitei­
ten na opeenvolgende toevoegingen van ADP (toestand 3, a en b, fig. 1,2 en 9). 
Wanneer het pH-optimum significant verschilt van de optima van de enzymen, 
die pr imair bij de oxydatie van het toegevoegde substraat betrokken zijn, is het 
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plausibel dat dit optimum door secundaire factoren wordt beïnvloed. Zo'n fac-
tor kan bijvoorbeeld een uit het substraat gevormde remstof zijn, of de verwij-
dering van een cofactor via een zijreactie. Een voorbeeld van de verschuiving 
van een pH-optimum door een remstof is de verschuiving van het optimum van 
de o-glycerofosfaatoxydatie in vliegspiermitochondriën van Musea domestica 
door EDTA van pH 6,6 tot pH 7,8, dit als gevolg van een s terkere remming 
door verseen in zuur dan in alkalisch milieu (R.W. Estabrook & B. Sacktor, 
1958). Een voorbeeld van een verschuiving van het pH-optimum door een cofac-
tor treedt op bij de NAD-specifieke isocitraatdehydrogenase, waarvan het opti-
mum door AMP van pH 7 naar pH 8 wordt verplaatst (J .H. Hathaway & D . F . At-
kinson, 1963). Toename van de specifieke oxydatieve activiteit na opeenvolgen-
de toevoegingen van ADP kan worden veroorzaakt door deelname van produc-
ten aan de oxydatie. Een afname kan optreden door een remmende werking van 
de oxydatieproducten, eventueel door het bevorderen van een teruggaande reac-
tie. Een andere, meer triviale, oorzaak is een suboptimale substraatconcentra-
tie. Een beïnvloeding op cofactorniveau is ook mogelijk. 
c l . De pH-optima 
Substraten (fig. 1 en 2), waarbij de pH-optima (toestand 3) overeenkwamen 
met literatuurgegevens van de bij de oxydatie betrokken enzymatische react ies , 
waren üf-ketoglutaraat, NADH, a-glycerofosfaat en L-lactaat. 
Een twijfelgeval was de combinatie L-malaat + pyruvaat en citraat; van de 
NADPH-dehydrogenase van gist waren onvoldoende gegevens bekend. De oxyda-
tie van aethanol had aan de grens van het meetgebied (pH 7,4) nog geen optimum 
bereikt . De overige substraten acetaat + L-malaat en succinaat bezaten pH-op-
tima, welke niet met literatuurgegevens te rijmen waren. 
De oxydatie van acetaat + L-malaat heeft een optimum bij pH 6 (fig. IA). 
Dit optimum valt ver buiten de pH-optima van de enzymen acetyl-CoA-syntheta-
se (pH 7 ,2 -7 ,8 , M.E. Jones, S. Black, R.M. Flynn & F . Lipmann, 1953; M. 
A. Eisenberg, 1955), malaatdehydrogenase (pH 8,2-9, D.N. Raval & R . G . Wol-
fe, 1962; P . Slonimski, 1953) en het condensing enzyme (pH 8 ,2-8 ,8 , G.W. Ko-
sicki & P .A . Srere , 1961; A. J . Hiatt, 1962). Boven pH 6 nam de activering van 
de ademhaling door ADP sterk af (vgl. fig. 6A en В), terwijl een tweede toevoe­
ging van ADP geen herhaling van de stimulering gaf (fig. 6B), dit in tegenstel­
ling tot de situatie bij pH 6 (fig. 6A). Na een aanvankelijke stimulering (1,8 maal) 
van de ademhaling in aanwezigheid van beide substraten t. o. v. de som van beide 
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Fig. 6. Invloed van de pH op de kinetiek van de ademhaling door mitochondriën van S.carlsbergen-
sis (Mw) met acetaat + L-m ala at als substraat. De pH's van de reactiemedia staan in de f i-
guur vermeld, alsmede de substraatconcentraties. De mitochondriale concentratie was 0, 7 
mg eiwit/ml in fig. 6A en 0( 8 mg eiwit/ml in fig. 6B. 
De curven, aangeduid met + ADP, -ADP, +ATP en -ATP, geven respectievelijkhet verloop 
van de specifieke activiteit weer in aan- en afwezigheid van toegevoegd ADP (0,19 mM) en 
ATP (2,1 mM). 
De onbenoemde getallen naast de curven zijn de specifieke oxydatieve activiteiten (m^inol 
0 /mg eiwit χ min). Ter vergelijking is in fig. 6B de kinetiek van de endogene ademhaling 
aangegeven, alsmede de kinetiek van de ademhaling met acetaat of L-malaat als enig toe­
gevoegd substraat. De onderste curve van fig. 6B Is het verloop van de specifieke activiteit 
met acetaat + L-malaat zonder toegevoegd ADP, bij de andere curven van fig. 6B werd ADP 
toegevoegd. 
substraten afzonderlijk (fig. 6B) nam de ademhaling van de substraatcombinatie 
af tot een punt waarop deze gelijk was aan de som van de deelrespirat ies . Een­
zelfde afname in ademhalingsintensiteit vond ook plaats in afwezigheid van toe­
gevoegd ADP (fig. 6B). ADP, eventueel na fosforylering tot ATP, had dus geen 
remmende invloed op de ademhaling via een buiten het fosforyleringsmechanis-
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me (hoofdstuk 1, fig. 1) vallende reactie, zoals een verhoging van de К van 
acetyl-CoA voor het condensing enzyme (J. A. Hathaway й D.E. Atkinson, 1965), 
of uitwisseling van exogeen ADP tegen het voor acetaatactivering benodigde en­
dogene ATP (H.W. Heldt, 1966). De ademhaling zonder ADP bij pH 6 (fig. 6A) 
nam toe tot een stationair niveau van 22 n ^ m o l / m g eiwit χ min, dat overeen­
kwam met de ademhaling in toestand 4 (curve + ADP). Bij pH 6 was dus voldoen­
de ATP aanwezig om het acetaat blijvend te activeren, maar bij pH 6,5 was dat 
vermoedelijk niet het geval. Indirect bewijs hiervoor leverde het verloop van de 
ademhaling met L-malaat+ pyruvaat als substraat (fig. IB). Voor de vorming 
van acetyl-CoA uit pyruvaat bij de pyruvaatdehydrogenasereactie is geen ATP 
nodig en er was geen afname van de specifieke oxydatieve activiteit met de tijd 
(toestand За г« b, fig. IB). De oxydatie van L-malaat + acetylcarnitine (fig. 7) 
Д,от] buffer pH. 6,5 
2.5ТПМ L-nalaat 
Fig. 7. De kinetlek van het zuurstofverbruik door Tnitochondriën van S. carlsbergensis (Mw) bij 
pH 6,5 inet L-malaat + acetylcarnitine als substraat. 
De substraatconcentraties staan in de figuur vermeld; de mitochondriale concentratie 
was 0, 8 mg eiwit/ml; iedere toevoeging van ADP kwam overeen met een beginconcen-
tratie van 0, 19 т М . De onbenoemde getallen naast de curve zijn specifieke oxydatieve 
activiteiten (m μιηοΐ 0 /mg eiwit χ min). 
komt tot stand na omzetting van acetylcarnitine tot acetyl-CoA via transacyle-
ring, waarbij evenmin ATP verbruikt wordt. Bij genoemde oxydatie vond in 
tegenstelling tot de oxydatie van L-malaat + acetaat bij pH 6,5 geen afname van 
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de specifieke oxydatieve activiteit (toestand 3) met de tijd plaats . De activering 
van de ademhaling door ADP was gering, mogelijk doordat de transacylering 
en/of de permeabiliteit van het mitochondrion voor acetylcarnitine beperkend i s . 
Toevoeging van ATP in de geremde fase bij de oxydatie van L-malaat + acetaat 
bij pH 6,5 stimuleerde de ademhaling enigszins (fig. 6B), maar herstelde de 
specifieke oxydatieve activiteit binnen het gemeten tijdsverloop niet tot de uit-
gangswaarde. Een mogelijke verklaring hiervoor i s , dat extramitochondriaal 
toegevoegd ATP de oxydatie remde (hoofdstuk 8 en DISCUSSIE). 
Het pH-optimum bij de oxydatie van L-malaat + pyruvaat (toestand 3) was 
6,5 (fig. IB). Van de bij deze oxydatie betrokken enzymen bezitten malaatdehy-
drogenase en het condensing enzyme pH-optima tussen pH 8,2 en 9. Pyruvaat-
dehydrogenase bezit in afhankelijkheid van herkomst en electronenacceptor uit-
eenlopende pH-optima (pH 6,4 en 7 ,5-8 , electronenacceptor respectievelijk fer-
ricyanide en 0- via methyleenblauw, duivenborstspier, V. Jaganathan & R.S . 
Schweet, 1952; pH 6,8 , ferricyanide als electronenacceptor, sweet potatomito-
chondriën, B. Payes & G. Laties, 1963; pH 7, NAD als electronenacceptor, 
Mycobacterium tuberculosis, D.S. Goldman, 1958). Het pH-optimum voor de 
oxydatie van L-malaat + pyruvaat kwam dus het meest overeen met het optimum 
voor pyruvaatdehydrogenase uit duivenborstspier of sweet potatomitochondriën 
met ferricyanide als electronenacceptor. Men zou hieruit kunnen concluderen 
dat de pyruvaatdehydrogenase de beperkende factor bij de oxydatie was (zie DIS-
CUSSIE) , maar het pH-optimum kan evengoed mede door productremming zijn 
bepaald zoals voor de oxydatie van succinaat waarschijnlijk is (zie onder). 
Deze productremming behoeft niet direct op L-malaat + pyruvaat gericht te zijn, 
maar kan betrekking hebben op de omzetting (inclusief oxydatie) van uit L-malaat 
+ pyruvaat voortgekomen metabolieten. 
Het voor de oxydatie van citraat gevonden pH-optimum was 7-7,5 bij de 
eers te toevoeging van ADP en verschoof daarna naar pH 7 bij de tweede toevoe-
ging van ADP (fig. 1С, toestand 3, curve a en b). Het eerstgenoemde optimum 
kwam goed overeen met het optimum van aconitase van zeer verschillende oor­
sprong (pH 7 , 1 , lupinemitochondriën, E . F . Estermann, E . E . Connu A.D.M. 
McLaren, 1959; pH 7,7, varkenshart J. F . Morrison, 1954; pH 7,3 rat tenlever-
mitochondriën, S.R. D i c k m a n & J . F . Speyer, 1954). Het optimum van de NAD-
gekoppelde isocitraatdehydrogenase ligt voor bakkers- en brouwersgist bij pH 
7,5 (A. Romberg & W. E. P r i c e r , 1951), NADP-gekoppelde isocitraatdehydro-
genasen bezitten een meer alkalisch optimum (pH 7 ,8 , caviahartmitochondriën, 
G .W.E. Plaut &S.-C. Sung, 1954; pH 8 ,1 , rattenlevermitochondriën, А. О. 
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Hawtrey, 1962). Het na de eers te toevoeging van ADP gevonden pH-optimum 
stemde dus pr imair overeen met dat van de NAD-gekoppelde dehydrogenase. De 
К van citraat voor de oxydatie duidt evenwel eerder op de werkzaamheid van 
de NADP-gekoppelde isocitraatdehydrogenase (zie DISCUSSIE), zodat het niet 
zeker is , of hier de NAD-, of NADP-gekoppelde isocitraatdehydrogenase, of 
beide opereerden. 
Het pH-optimum van de oxydatie van a-ketoglutaraat (pH 7, fig. ID) kwam 
redelijk met literatuurgegevens over de oxydatie via de ademhalingsketen of an­
derszins met NAD, of artificiële electronenacceptoren overeen (pH 6,9, fer r i -
cyanide als electronenacceptor, varkenshart als enzymbron, D.R. Sanadi, J .W. 
Littlefield & R.M. Bock, 1952; pH 6,4, electronenacceptor en enzymbron als 
tevoren, V. Massey, 1960; pH 7,4, O. via ademhalingsketen van hartspiermito-
chondriën als acceptor, E . C . Slater & K.W. Cleland, 1953; pH 7,0, oxydatie 
via ademhalingsketen van R. Rubrum, Μ. Α. Eisenberg, 1953; pH 7,5, NAD als 
electronenacceptor, bakkersgist als enzymbron, Η. Holzer, G. Hierholzer Si 
I. Witt, 1963). 
Het pH-optimum van de oxydatie van succinaat (pH 7, 0, fig. IE) lag onder 
dat van de dehydrogenase uit bakkersgist (pH 7,8, O . via fenazinemetosulfaat 
als electronenacceptor, T . P . Singer, V. Massey & E . B . Kearney, 1957; pH 
8,2, methyleenblauw als electronenacceptor, P . Slonimski, 1953). De oxydatie 
van succinaat door een electronentransportdeeltje uit gist, dat slechts succi­
naat- en NADH- dehydrogenaseactiviteit bevatte en waarbij de succinaatoxydatie 
niet door andere producten dan fumaraat kon worden gestoord, vertoonde een 
breed maximum tussen pH 7en 8 (B. Mackler, P . J . Collipp, H.M. Duncan, N.A. 
Rao & F . M . Huennekens, 1962). In het door mij bestudeerde geval (fig. IE) was 
het optimum niet breed, maar de curve vertoonde boven pH 7,0 een duidelijke af­
name in specifieke activiteit. Beschouwing van de registrat ies van O-- verbruik 
(fig. 8) laat zien, dat vanaf pH 7, 0 na toevoeging van ADP een cyclus van active­
ring, remming en reactivering plaats vond. De reactivering was evenwel onvol­
ledig, wat erop duidde, dat een zekere mate van remming bleef bestaan (toestand 
3 in fig. IE bij pH 7 en 7,4 heeft betrekking op de gereactiveerde fase). Afname 
van de specifieke oxydatieve activiteit in de geremde fase met toenemende pH 
duidde op een toenemende remming bij een oplopende pH (7,0-7,8, fig. 8). Uitblij­
ven van activering van de ademhaling bij een tweede toevoeging van ADP bij pH 
7,4, tegenover het optreden van activering onder analoge omstandigheden bij pH 
7, duidde in dezelfde richting. Over de oorzaak en het mechanisme van de rem­
ming zal in hoofdstuk 7 gesproken worden, waar zal blijken, dat we waarschijnlijk 
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3,βπι1 buf fer 
ρΗ,β,β ρΗ = 7,0 ρΗ>7,4 ρΗ.7.β 
[о2]-.о [о2] = о [oj=o [o2J=o 
Fig. 8. De remming van de succinaatoxydatie (toestand 3) in het zwak alkalische gebied. Weergege­
ven is de kinetiek van de ademhaling door S.carlsbergeosismitochondrien (Mw, 1 mg eiwit/ 
ml) met succinaat ( s u c c , 10 mM) als substraat ο . ί. ν . toevoegingen van ADP (0,19 mM) bij 
oplopende pH (6,8 - 7, 8). De onbenoemde getallen naast de curven zijn specifieke oxyda-
tieve activiteiten ( m ^ m o l O /mg eiwit χ min) . 
met inhibitie door het via fumarase en malaatdehydrogenase ontstane oxydatie-
product oxaalacetaat te maken hebben. Tot besluit mogen we constateren, dat 
vanaf pH 7 naar hoger gelegen pH-waarden een toenemende remming plaats 
vond, die bepalend was voor het pH-optimum bij 7. 
De oxydatie van aethanol (toestand 3) had bij de grens van het meetgebied 
(pH 7,4, fig. 2A) nog geen optimum bereikt. Alcoholdehydrogenase uit bakkers-
en brouwersgist bezit een optimum bij respectievelijk pH 8,6 en 8,5 (K. Wal-
lenfels & H. Sund, 1957; К. Ebisuzaki & E.S. Guzman Barron, 1957). E r kon­
den uit de ten dienste staande gegevens dus geen conclusies getrokken worden 
met betrekking tot een al of niet samenvallen van het door mij gemeten optimum 
en de genoemde literatuurwaarden. 
De oxydatie van NADH (fig. 2B) benaderde bij pH 7,8 een optimum dat 
practisch samenviel met dat van een electronentransportdeeltje uit bakkersgist 
(pH 7,5, B. Mackler, P . J . Collipp, H.M. Duncan, N.A. Rao & F . M . Huenne-
kens, 1962). 
Het optimum voor de oxydatie van a-glycerofosfaat (pH 7-7,5, fig. 2C) viel 
binnen het optimum van de o'-glycerofosfaat-methyleenblauw reductaseactiviteit 
van bakkersgist (pH 7,5-9,7, P . Slonimski, 1953). De breedte van het optimum 
83 
wordt in mijn geval (fig. 2C) aan de alkalische kant waarschijnlijk beperkt door 
een competitieve productinhibitie (zie onder c2). Slonimski werkte met een ho­
gere substraatconcentratie (60 mM). 
De oxydatie van L-lactaat had een optimum bij pH 6-6,5 (fig. 2D), dat 
overeenstemde met de waarden die voor de dehydrogenase uit gist met cyto-
chroom с als electronenacceptor zijn gevonden (pH 6,0, C A . Appleby & R.K. 
Morton, 1959; J . Yamashita, 1960; pH 6,5, T. Yamanaka, T. Horio & K. Oku-
nuki, 1958). 
Het pH-optimum voor de oxydatie van NADPH strekte zich uit van 6-6,5 
(fig. 2E). Een vergelijking met literatuurwaarden is niet mogelijk omdat het on­
waarschijnlijk is, dat hier een analogon van de NADPH-oxyderende enzymen, 
waarvan wel gegevens bestaan, werkzaam was (zie DISCUSSIE). Van de NADPH-
cytochroom с reductase uit gist was geen pH-optimum bekend (E. Haas, B. L. 
Horecker & T . R . Hogness, 1940; E. Haas, C. J . H a r r e r Ь T . R . Hogness, 1942). 
c2. Verandering van de specifieke oxydatieve activiteit met de tijd 
Voor een aantal geteste substraten geldt, dat opeenvolgende toevoegingen 
van ADP (a en b, fig. 1 en 2) geen constante specifieke activiteit in toestand 3 
te zien gaven. Een toename van de specifieke activiteit met de tijd laat zich het 
eenvoudigst verklaren door aan te nemen, dat producten van het toegevoegde 
substraat aan de oxydatiereactie deelnemen. We zien een dergelijke toename bij 
de oxydatie van acetaat + L-malaat tussen pH 5,4 en 6,0, de oxydatie van citraat 
tussen pH 6, 0 en 6,5, de oxydatie van aethanol tussen pH 5, 8 en 7, 0 en de oxy­
datie van l-lactaat tussen pH 6,0 en 7,4. Substraten die geen gemakkelijk te 
oxyderen producten vormen, zoals succinaat, (ï-glycerofosfaat en NADPH, vertoon-
den deze toename niet. 
Een andere verklaring voor de toenemende ademhalingssnelheid in toestand 
3 bij de oxydatie van acetaat + L-malaat in het aangegeven pH-gebied zou kunnen 
zijn, dat als gevolg van de oxydatieve fosforylering het intramitochondriale ATP-
niveau verhoogd wordt en daarmee een snelheidsbeperking van de acetyl-C oA- synthe-
tase zou worden opgeheven. De verzadigingsconcentratie van ATP voor acetyl-C oA-
synthetase uit Rhodospirillum rubrum is 1-2 mM (M.A. Eisenberg, 1955). Uit de 
gegevens van Ohnishi, Kroger, Heldt, Pfaff en Klingenberg (1967) blijkt, dat in 
aanwezigheid van voldoende oxydeerbaar substraat het intramitochondriale ATP-
gehalte door fosforylering van endogeen ADP binnen 5 sec van 0,21 tot 2, 28 
μ molen/g mitochondriaal eiwit kan oplopen. Nemen we voor de matrixruimteeen 
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waarde van 0,7 - 0,8 ml/g eiwit aan (M. Klingenberg fc E. Pfaff, 1966; E . J . 
H a r r i s & К. van Dam, 1968) dan zou de ATP-concentratie binnen de gestelde 
tijd van ca. 0,3 tot 3 mM kunnen oplopen, dus boven de verzadigingsgrens van 
de acetyl-CoA-synthetase. Het feit, dat exogeen ADP de ademhalingssnelheid 
van toestand 4 (fig. 6A, curve -ADP) tot practisch het dubbele verhoogde, maakt 
aannemelijk, dat op het moment van toevoegen het endogene ADP practisch vol­
ledig was gefosforyleerd en gezien de gegevens van Ohnishi et al . (zie boven) tot 
een niveau, waarop ATP niet beperkend was voor de acetyl-CoA-synthetasereac-
tie. Wel blijft mogelijk, dat het door oxydatieve fosforylering gevormde ATP in 
toenemende mate een eventuele competitieve remming door het gevormde AMP 
en pyrofosfaat (M. Eisenberg, 1955) opheft. 
Wil men de toename van toestand 3 bij de oxydatie van aethanol aan deelna­
me van een product toeschrijven, dan zal men in de eers te plaats aan de oxydatie 
van aceetaldehyde denken. Hoewel dit niet is nagegaan, is de oxydatie van aetha­
nol voorbij het stadium van aceetaldehyde waarschijnlijk vanwege het feit, dat we 
geen afname van de specifieke activiteit verkregen. De К voor aethanol met be-
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trekking tot de alcoholdehydrogenase uit brouwersgist (1,4-3, 8 χ 10 M bij pH 
8,2-6,3 in 0,05 M fosfaat of 0,033 M T r i s , 20OC, К. Ebisuzaki & E.S . Guzman 
Barron, 1957; A. Gierer , 1955) ligt aanzienlijk hoger dan de door mij gebruikte 
concentratie (2,5 mM, fig. 2A). Uit het diagram van reciproque beginsnelheden 
versus reciproque substraatconcentraties (H. Lineweaver & D. Burk, 1943) liet 
zich voor de door mij bestudeerde oxydatie van aethanol door mitochondriën van 
S. carlsbergensis en C. utilis respectievelijk een К bepalen van 6,7 χ 10 en 
7,7 χ 10" 4M (pH 6,7 - 6,8) (hoofdstuk 5). Deze concentraties zijn 1/20 - 1/50 van 
de К -waarden die voor de alcoholdehydrogenase gelden en vertegenwoordigen 
eerder een mengwaarde daarvan met de К van aceetaldehyde voor de aldehyde-
dehydrogenasen uit gist (verzadigingswaarde voor het NAD- of NADP-gekoppelde 
enzym = 1,7 χ 10" 4M bij pH 8 in 0,015 M T r i s , 23 - 26 0 C, S. Black, 1951; К 
-5 
voor het NADP-gekoppelde enzym = 3,5 χ 10 M bij pH 8, 0 in 0, 015 M T r i s , 
23 0 C, J . E . Seegmiller, 1953). 
De toenemende toestand 3 bij de oxydatie van L-lactaat (fig. 2D, curve a en 
b) was hoogstwaarschijnlijk een gevolg van oxydatie van het product pyruvaat. 
Een argument hiervoor wordt met behulp van specifieke remstoffen verkregen 
(hoofdstuk 5). 
Naast een toename van de specifieke activiteit in toestand 3 bij opeenvol­
gende toevoegingen van ADP werd ook een afname geconstateerd bij de oxydatie 
van citraat (pH 7 - 7,8), o-glycerofosfaat (pH 7,4 - 7, 8) en NADPH (pH 6,0 - 7,4) 
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(fig. 1С en fig. 2C en E). Deze afnamen laten zich in de eers te twee gevallen 
verklaren door productremming in de zin als besproken bij de pH-optima voor 
de oxydatie van L-malaat + pyruvaat (subpar. c l ) . 
Bij de oxydatie van citraat viel op, dat de toename in specifieke activiteit 
bij de tweede toevoeging van ADP, waargenomen tussen pH 6 en 6,5, vanaf pH7 
in een afname overging. Het pH-optimum van de eers te toevoeging van ADP ver­
schoof bij de tweede toevoeging naar pH 7. Het ligt voor de hand een parallel te 
trekken tussen de remming van de succinaatoxydatie bij pH-waarden boven 7 en 
een remming van de citraatoxydatie onder analoge condities. Dit zou tevens ge­
noemde pH-verschuiving verklaren. Eenandere, eventueel supplementaire, moge­
lijkheid is een teruggang van de gemakkelijk reversibele succinaat-thiokinasere­
actie (zie onder). De hier behandelde afname van toestand 3 valt moeilijk te ver­
klaren door een suboptimale citraatconcentratie. Bij pH 6, 7 - 6, 8 werd een К 
van 3, 8 - 5, 9 χ 10" M gemeten (hoofdstuk 5), dat is 1/160 - 1/250 van de bere­
kende eindconcentratie van het substraat, nadat alle zuurstof in het reactiemedi­
um is verbruikt. Een afname van de reactiesnelheid op grond van het bereiken 
van een suboptimale substraatconcentratie lijkt daarom onwaarschijnlijk. Even­
min waarschijnlijk is een verklaring, gebaseerd op een verwijdering van de co-
factor AMP van de NAD-gekoppelde isocitraatdehydrogenase via fosfotransfera-
seactiviteit (H. W. Heldt & K. Schwalbach, 1967) onder verschuiving van het 
pH-optimum in de richting van het zure gebied (J. A. Hathaway & D . E . Atkinson, 
1963). Daarbij zouden uit de moleculen AMP+ATP twee moleculen ADP gevormd 
worden. In dat geval viel te verwachten, dat de berekende P/O-verhoudingen 
(fig. 1С) na de eers te toevoeging van ADP (a) kleiner zouden zijn dan na de twee­
de toevoeging (b), maar dat bleek niet het geval. De eerstgegeven verklaringen 
voor de afname van de ademhalingssnelheid in toestand 3 tussen pH 7 en 7, 8 (fig. 
1С) lijken momenteel het meest waarschijnlijk. 
Merkwaardig is dan dat een analoge afname niet bij de oxydatie van a-keto-
gl uta raat (fig. ID) werd geconstateerd, maar dit zou in geval van een competi­
tief remmingsmechanisme door de gebezigde hoge substraatconcentratie (12,5 
mM) verklaard kunnen worden. In overeenstemming met die gedachte bleek bij 
een lagere substraatconcentratie (2,5 mM) juist in het zwak alkalische gebied 
een sterke teruggang in de specifieke activiteit van toestand 3 bij een tweede 
toevoeging van ADP op te treden (fig. 9). Naast een verklaring op basis van een 
remming van de succinaatdehydrogenase komt ook een gedeeltelijke omkering van 
de gemakkelijk reversibele succinaat-thiokinasereactie gedurende het reactiever­
loop in aanmerking. De evenwichtsconstante (succinaat) (CoA) (ATP)/(succinyl-
86 
S CARLSBERGENSIS 
ÔO-
60 -i 
4 0 -
2 0 -
0 -
n , n ' a 2 21 2.12 2 21 2.21 2,βΟ 
u
 ,b l.M 1.25 1β< 1.Í-1 2 12 
BCH 
a i . f l 5,9 50 5.8 2 ί 
b 3.Ç 5.3 4.1 2,β 1 3 
1 l i l i 
a-ketoglutaraat (2,5τηΜ) 
^"^^ь " > . 
с о ** Q V^i toestand 3 
0 fe=:==it~J^ toestand 4 
5.5 6.0 6,5 7,0 7.5 8,0 
pH 
Fig. 9. De specifieke activiteit in toestand 3 
en 4, de P/O en RCR voor de oxyda-
tie van a-ketoglutaraat (2,5 mM) 
door mitochondriën van S. carlsber-
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ke activiteit na toevoeging van sub-
straat (eerste toestand 4), a, b e n e 
geven drie opeenvolgende toevoe-
gingen van ADP aan. 
-CoA) (ADP) (P ) van deze reactie bedraagt 3,7 bij pH 7,4 en 20oC (S. Kaufman 
&S.G.A. Alivisatos, 1955; pH-optimum = 7 ,2 -7 ,4 , E. Knight, J r . fcl.C. Gun-
salus, 1961). Gebleken i s , dat de o^ketoglutaraatoxydatie wordt gereguleerd door 
de succinaat-thiokinasereactie (T. Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagihara, 1966). 
Daar de a-ketoglutaraatdehydrogenasereactie niet omkeerbaar i s , zou men bij 
genoemde remming kunnen denken aan een competitie tussen de omgekeerde suc-
cinaat-thiokinasereactie en het Q-ketoglutaraatdehydrogenasecomplex voor 
CoASH. Tevens kan nog een competitie ontstaan tussen de omgekeerde succinaat-
thiokinasereactie en de succinaatdehydrogenase voor succinaat. De К -waarden 
m 
voor dit substraat zijn nu van vergelijkbare grootte: К van succinaat voor de 
-4 ^ 
thiokinase uit varkenshart = 4-8 χ 10 M (gemeten in 0,1 M Tris-acetaat , pH 
7,4, 20 o C, S. C h a & R . E . P a r k s , J r . , 1964), К voor de succinaatdehydroge-
-4 -3 Π 1 
nase uit bakkersgist = 6 χ 10 - 10 M (gemeten in 0, 04 - 0, 05 M fosfaat, pH 
7,5-7,8, 38 0 C, T . P . Singer, V. Massey & E. Kearney, 1957; P . J . Collipp, 
H.M. Duncan, N. A. Rao & F . M . Huennekens, 1962). 
De teruggang in specifieke activiteit (toestand 3) bij de oxydatie van o-gly-
cerofosfaat (fig. 2C) zou geweten kunnen worden aan remming van de dehydroge­
nase door het product dihydroxyacetonfosfaat (K. = 1, 8 χ 10 M bij pH 7, 6 en 
38 С, mitochondriën van varkenshersenen, R. L. Ringler & T . P . Singer, 1959), 
aannemende, dat de remming in het alkalisch gebied groter is dan in zuur. 
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Bij pH 6, 8-6,9 werd een К voor a-glycerofosfaat bepaald van 2 χ 10 M 
(hoofdstuk 5) in overeenstemming met de waarde, die voor vliegspiermitochon-
driën gevonden werd (2 χ 10" M bij pH 7,0 in 0,1 M T r i s , 25 0 C, R.W. Esta-
brook Ь В. Sacktor, 1958). De aanvankelijke concentratie (6,6 тЩ is het 3,3-
voudige van de К ; de eindconcentratie, nadat alle zuurstof uit het medium is 
verbruikt, is het 3,1-voudige van de К . Het is niet waarschijnlijk, dat deze 
daling van ca. 10% de teruggang in specifieke activiteit van ruim 30% bij pH 7,8 
kan verklaren. 
Tenslotte dient nog besproken te worden de oxydatie van NADPH, waarbij 
de specifieke activiteit na de tweede toevoeging van ADP over het gehele onder­
zochte pH-gebied bijna evenveel lager lag dan na de eers te toevoeging (fig. 2E). 
Bij afwezigheid van literatuurgegevens kan als verklaring voor de afname in ac­
tiviteit gelden, dat de substraatconcentratie suboptimaal was, of dat een compe­
titieve remming optrad. Fig. 10 laat zien, dat na een extra dosering van NADPH 
З . в т ] buffer pH» 6.5 3,вт1 b u f f e r pH 2 6.5 
Fig. 10. De invloed van de concentratie toegevoegd NADPH op de ademhalingssnelheid van 
S.carlsbergensismitochondriën (Mw, 0, 8 mg e iwi t /ml) . In fig. I0A vindt een enkel-
voudige toevoeging van NADPH (1,5 mM) plaats, in fig. 10B wordt tweemaal deze 
concentratie toegevoegd. De concentratie toegevoegd ADP was 0,19 mM. De onbe-
noemde getallen naast de curven zijn specifieke oxydatie activiteiten ( m μπιοί O /mg 
eiwit χ min) . 
(Β) de ademhalingssnelheid in toestand 3 werd verhoogd boven die na de eers te 
toevoeging van ADP, terwijl de ademhalingssnelheid in toestand 3 in overeen­
stemming met fig. 2E na de tweede toevoeging van ADP lager lag dan na de eer­
ste, wanneer een extra dosering van NADPH niet werd toegepast (A). 
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2. EFFICIËNTIE VAN DE OXYDATIEVE FOSFORYLERING 
Voordat aan de hand van de geregistreerde uitkomsten van de polarogra-
fische meting de P/O-verhoudingen grafisch konden worden bepaald (hoofdstuk 
2, pa r . VI. 4), diende bekend te zijn of onder de meetcondities myokinase-activi-
teit aanwezig was (voor reactieverloop zie hoofdstuk 2, par . VI. 2). Bij een po-
sitief antwoord diende het in het commerciële ADP aanwezige AMP (dit hoofd-
stuk, par Π) bij de berekening meegeteld te worden en wel dubbel. 
a. Test op myokinase-activiteit 
Van de twee onderzochte gistsoorten bleken alleen de mitochondriën van 
Candida utilis myokinaseactiviteit te vertonen (fig. 11B1-C3). De afwezigheid 
2+ 
van EDTA (fig. H B 1 en 2), of de aanwezigheid van een overmaat Mg ten op-
zichte van EDTA (fig. 11 C2 en 3) waren een vereiste voor de werking van het 
enzym. Deze werking werd getest door AMP toe te voegen (eventueel na toevoe-
gingvanMgCl-, fig. H A I , C2 en C3) na fosforylering van een eerder ingepipetteer-
de hoeveelheid ADP. Een activering van de ademhaling door AMP gold dan als 
bewijs voor de aanwezigheid van myokinaseactiviteit. 
2+ In aanwezigheid van EDTA (0,5 mM) en bij afwezigheid van Mg is deze 
activiteit latent (fig. H C l ) . Dit laat zich verklaren door aan te nemen dat EDTA 
de werking van het enzym remt (W. J . Bowen & T.D. Kerwin, 1955) door com-
2+ plexvorming met Mg , dat als cofactor van het enzym werkzaam i s . EDTA kan 
doordringen in de ruimte tussen buiten- en binnenmembraan van het mitochon-
drion (E . J . Harr i s & К. van Dam, 1968), waar de myokinase gelocaliseerd is 
(H. W. Heldt & K. Schwalbach, 1967). Toevoeging van een overmaat MgCl_ hief 
de remming op (fig. 11C2 en C3) en er trad een kortdurende toestand 3, gevolgd 
door een toestand 4, op. Deze tijdelijke activering van de ademhaling was een 
gevolg van de aanwezigheid van AMP in het commerciële ADP, dat bij de eer -
ste toevoeging na het substraat in het reactiemedium werd opgelost. Grafisch 
liet zich hieruit, evenals bij de daaropvolgende toevoeging van AMP, een P / O -
verhouding bepalen, die in overeenstemming was met de P/O-verhouding, be-
paald na toevoeging van het eerder opgeloste ADP (het AMP daarin niet meege-
rekend) (fig. 11C2 en C3). 
Bij mitochondriën uit Saccharomyces carlsbergensis werd geen activering 
van de ademhaling door AMP na toevoeging van MgC 1 „ (in overmaat t. o. v. 
EDTA) waargenomen bij pH 6,5 (fig. HAI) , 7 en 7,4, zowel met α-glycerofos-
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faat als aethanol als substraat . Hieruit valt te concluderen, dat mitochondriën 
van Saccharomyces carlsbergensis in tegenstelling tot mitochondriën van Can-
dida utilis in de voor EDTA toegankelijke ruimte geen myokinaseactiviteit be-
2+ 
zitten. Na toevoeging van Mg werd de ademhaling op de normale wijze door 
ADP gestimuleerd (fig. 11A2). We mogen uit het bovenstaande concluderen, dat 
we bij de bepaling van P/O-verhoudingen geen rekening behoeven te houden met 
de eventuele aanwezigheid van AMP bij gebruik van het aangegeven react ieme-
dium (hoofdstuk 2, par . VI. 4). Of de voor extramitochondriaal toegevoegd AMP 
toegankelijke myokinaseactiviteit is afwezig (mitochondriën van S. carlsbergen-
sis) , of zij is geremd door het aanwezige EDTA (mitochondriën van C.uti l is) . 
Uit de voor bepaling van de oxydatieve fosforylering gebruikte reacti e-
media was MgCl , weggelaten, omdat dit de ademhalingsregulatie drast isch zou 
verminderen door stimulering van de ATPase-activiteit (T. Ohnishi & B. Hagi-
hara , 1964). Inderdaad trad door toevoeging van MgCl, (0,9 mM) 10-20% stimu-
lering van de toestand 4-respira t ie op (fig. 11A2) bij een overeenkomstige daling 
van de RCR (tabel III). 
TABEL III. 
2+ 
Invloed van Mg op de oxydatieve fosforylering van S.carlsbergensismitochondriën. 
De bepaling werd uitgevoerd, zoals in fig. 11A2 aangegeven. Substraten waren Qf-glyce-
rofosfaat (S, 8 mM) of aethanol (8, 9mM), de mitochondriale concentratie 1,1 mg eiwit/ml. 
Substraat 
O-glycero-
fosfaat 
II 
II 
aethanol 
II 
pH 
reactiemedmm 
6,5 
7.0 
7,4 
6,5 
7,0 
P/O 
-Mg + Mg 
1,42 1,29 
1,29 1,09 
1,27 1,31 
1,42 1,29 
1,37 1,29 
RCR 
w 2 + w 2 + 
-Mg + Mg 
1,9 1,6 
1,8 1,7 
2,0 1,7 
1,6 1,3 
1,7 1,3 
Fig. 11. Test op myokmase -activiteit m mitochondriën van S. carlsbergensis en C. util is bij afwezig-
heid van EDTA (fig. 11B1 en B2)f aanwezigheid van EDTA (fig. HCl) en aanwezigheid van 
EDTA en Mg (fig. 11A1 en A2, C2 en C3) De mitochondriale concentratie was in lig. 
HAI en 2 1,1 mg eiwit/ml, in fig. 11B1 en 2 0, 8 mg eiwit/ml en in fig. 1101,2 en 3 1 mg 
eiwit/ml. Concentraties toegevoegd substraat, ADP, AMP en MgCl staan in de figuur aan-
gegeven. Voor een aantal gevallen is tevens de P/O en RCR vermeld. Onbenoemde getallen 
langs de curven zijn de specifieke activiteiten (πιμπΊοΙ O /mg eiwit χ min) 
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De P/O-verhouding ondervond geen grotere daling dan onder overeenkom-
2+ 
stige omstandigheden zonder Mg het geval kan zijn (fig. 2A en C). Vanwege het 
2+ 
voor de ademhalingsregulatie minder gunstige resultaat werd daarom Mg uit 
het reactiemedium weggelaten. 
b . P/O-verhoudingen en RCR-waarden 
Fig. 1, 2 en 9 tonen ons de P/O-verhoudingen en RCR-waarden voor de 
oxydatie van verschillende substraten door mitochondriën van S. car lsbergensis . 
P/O-verhoudingen groter dan 2 werden slechts gevonden bij de oxydatie van ci-
traat (fig. 1С) en σ-ketoglutaraat (fig. ID en 9). De waarden voor de overige 
substraten lagen op een enkele uitzondering na (fig. IA en fig. 2C) tussen 1 en 2. 
De voor de NAD-gekoppelde substraten L-malaat + acetaat, L-malaat + pyruvaat 
en aethanol gemeten P/O-verhoudingen (fig. IA en В, fig. 2A) waren daarmee 1 
eenheid lager dan volgens het gegeven schema van de met de dierlijke ademha­
lingsketen verbonden fosforylering (fig. 1 in hoofdstuk 1) te verwachten was. 
De gevonden waarden duidden aan, dat bij de oxydatie in mitochondriën van S. 
carlsbergensis tenminste 2 fosforyleringsplaatsen betrokken zijn en wel dezelf-
de als bij de oxydatie van typische vertegenwoordigers van de tweede categorie 
(hoofdstuk 1, par . 1.1) met overeenkomstige P/O-verhoudingen (fig. IE en 2C). 
Het feit, dat de substraten L-malaat + acetaat, L-malaat + pyruvaat en 
aethanol lagere P/O-verhoudingen gaven dan de NAD (of NADP)-gekoppelde oxy-
datie van citraat (fig. 1С) kan niet verklaard worden door een minder sterke ma­
te van koppeling van de fosforylering aan de ademhaling bij de eers te drie sub­
straten. Dat zou tot uiting hebben moeten komen in lagere RCR-waarden en dat 
was niet het geval. Een meer plausibele verklaring voor de hogere P/O-verhou­
dingen bij de oxydatie van citraat en a-ketoglutaraat zou zijn, dat daarbij de 
succinaat-thiokinasefosforylering een rol speelt en wel meer dan bij de oxydatie 
van L-malaat + pyruvaat, die in de cyclus verder van de succinaat-thiokinase-
reactie afligt. Deze gedacht strookt met de bevindingen van Azzone Ь E r n s t e r 
(1961) bij rattenlevermitochondriën, waarvan de ademhalingsketenfosforylering 
volledig door dinitrofenol was ontkoppeld. De oxydatie van pyruvaat + malaat, 
c i t raat en a-ketoglutaraat was in toenemende mate van anorganisch fosfaat af-
hankelijk. Fosfaat is een component van de succinaat-thiokinasefosforylerings-
react ie , die zich niet door dinitrofenol laat ontkoppelen (F .E . Hunter, 1951). 
Fosforylering van ADP tot ATP kon worden aangetoond, maar in veel mindere 
mate voor de substraten ß-OH-butyraat en succinaat. De oxydatie van beide 
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laatstgenoemde substraten in aanwezigheid van dimtrofenol was onafhankelijk 
van de fosfaatconcentratie en doorloopt niet de succinaat-thiokinasereactie. Een 
deel van de fosforvlering, gepaard gaande met de oxydatie van pyruvaat + m a -
laat, citraat en a-ketoglutaraat kon dus worden toegeschreven aan de succinaat-
thiokinasereactie. In het beginstadium van de oxydatie zal dat in toenemende 
mate het geval zijn naarmate het aantal metabole omzettingen tussen de oxydatie 
en de succinaat-thiokinasereactie geringer i s . 
Een verklaring voor de lage P/O-waarden bij de oxydatie van acetaat + L-
malaat zou gelegen kunnen zijn in de acetyl-CoA-synthetasereactie, waarbij voor 
ieder gevormd molecuul acetyl-С oA één molecuul ATP in AMP + pyrofosfaat 
wordt omgezet. Indien bovendien in de intramitochondriale matrixruimte een 
fosfotransferase aanwezig i s , die het gevormde AMP m ADP kan omzetten 
(H.W. Heldt & K. Schwalbach, 1967),dan zal dit tot een extra verlaging van de 
P/O-verhoudingen aanleiding kunnen geven. Een dergelijke verklaring kan na-
tuurlijk met voor de oxydatie van L-malaat + pyruvaat en aethanol gelden, om-
dat deze substraten niet met behulp van ATP geactiveerd worden. Een andere 
verklaring zal in de DISCUSSIE gegeven worden. 
Opvallend was dat mitochondnen van Candida utilis de uit fig. 1 in hoofd-
stuk 1 verwachte P/O-verhoudingen wel vertoonden: tussen 1 en 2 voor het flavo-
proteine-gekoppelde substraat a-glycerofosfaat en tussen 2 en 3 voor het NAD-
gekoppelde substraat aethanol (fig. 11 C2 en C3). Mitochondnen van C.uti l is 
vertoonden dus, in overeenstemming met de bevindingen van Linnane, Vitols en 
Nowland (hoofdstuk 1, par . II. 3), drie fosforyleringstrappen langs de ademha-
hngsketen. 
Bij mitochondnen van S. carlsbergensis traden alleen P/O-verhoudingen op 
tussen 2 en 3 voor de oxydatie van citraat en o^ketoglutaraat. Een tweede toe-
voeging gaf een daling van de P /O tot onder 2 te zien (fig. 1 С en D en fig. 9), 
waarschijnlijk in verband met de deelname van het gevormde succinaat aan de 
oxydatie. 
Bij de oxydatie van NADH en NADPH kan uit de grootte van de P/O-verhou­
dingen (fig. 2B en C) geen gevolgtrekking gemaakt worden langs welke weg deze 
substraten worden geoxydeerd. Het toegevoegde NADH zou kunnen worden geoxy-
deerd langs dezelfde weg als NADH, dat door NAD-gekoppelde substraten wordt 
gevormd. Ook zouden electronen van het toegevoegde NADH op de ademhahngs-
keten kunnen worden overgedragen op een manier als dat voor succinaat gebeurt 
(hoofdstuk 1, fig. 1). Wegenshetontbreken vaneen verschil in P/O-verhoudingen voor 
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NAD- en flavoproteïne-gekoppelde substraten kan niet tussen deze beide mogelijkhe-
den gekozen worden. Daardoor is het evenmin mogelijk aan de hand van de hier ten 
dienste staande gegevens met betrekking tot de oxydatie van NADPH aan te ge-
ven, of deze oxydatie geschiedt via een pyridinenucleotide-transhydrogenase 
door overdracht van electronen op NAD (Ν.O. Kaplan, S . P . Colowick & E . F . 
Neufeld, 1953), of op de voor succinaat aangegeven manier (hoofdstuk 1, fig. 1). 
Een dergelijk onderscheid kan wel gemaakt worden door gebruikmaking van spe­
cifieke remstoffen bij daarvoor gevoelige mitochondriën en we komen daarop 
in hoofdstuk 5 terug. 
Met betrekking tot de oxydatie van L-lactaat is het de vraag of dat deel van 
de P/O-verhouding, dat boven 1 lag (fig. 2D), werd veroorzaakt door oxydatie 
van lactaat of door oxydatie van het product pyruvaat. De laatste mogelijkheid 
is niet uitgesloten, daar de oxydatie met L-lactaat als substraat voor 43-58% 
op rekening van de oxydatie kwam van uit L-lactaat gevormd pyruvaat (hoofdstuk 
5). 
Met betrekking tot de pH-afhankelijkheid van de P/O-verhoudingen kon bij 
onderlinge vergelijking der substraten geen duidelijk optimum voor de oxyda-
tieve fosforylering worden vastgesteld in het onderzochte gebied (pH 6,0 - 7,8) 
(fig. 1, 2 en 9). Dit is in overeenstemming met de gegevens van Ohnishi, Ka-
waguchi & Hagihara, 1966), maar wijkt af van de bevindingen van Utter, Keech 
& Nossal (1958) (pH-optimum 6,6 - 6,9) en Kotel'nikova & Zvyagil'skaya (1963) 
(pH-optimum 7). 
De door mij geïsoleerde mitochondriën vertoonden bevredigende RCR-
waarden (fig. 1, 2 en 9). Voor de diverse substraten werden waarden boven 2 
(acetaat + L-malaat , ci traat , aethanol, NADH en a-glycerofosfaat, fig. IA en С 
en fig. 2A, В en С), of zelfs 3 (L-malaat + pyruvaat en a-ketoglutaraat, fig. IB 
en D en fig. 9) gevonden. Deze waarden zijn nog steeds enkele malen lager dan 
die, welke voor dierl i jke mitochondriën zijn verkregen, maar hoger dan de 
waarden, die voor gistmitochondriën in de INLEIDING (hoofdstuk 1, par II. 3) 
zijn vermeld. De hoogste RCR-waarden werden gevonden voor a-ketoglutaraat 
(fig. ID en 9), die voor succinaat en L-lactaat waren het laagst, (fig. IE en 2D). 
We zullen trachten hiervoor een verklaring te vinden. We kunnen de RCR nl. de-
finiëren als de mate van koppeling (toestand 3), gedeeld door de mate van ont-
koppeling (toestand 4) (zie DISCUSSIE). De mate van koppeling wordt daarbij ge-
reguleerd door de dehydrogenaseactiviteit (par. ΠΙ. l . c ) . Toestand 4 kan daar­
naast ook door de dehydrogenaseactiviteit bepaald worden (par. Ш. l . a ) , maar 
in het algemeen ligt in een gekoppeld systeem toestand 3 hoger dan toestand 4. 
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Volgens deze zienswijze was de succinaatoxydatie (fig. IE) zeker niet meer ont­
koppeld dan de oxydatie van citraat (fig. 1С), aethanol (fig. 2A), NADH (fig. 2B) 
en NADPH (fig. 2E) met overeenkomstige of hogere specifieke activiteiten in 
toestand 4, maar hogere RCR-waarden. Het verschil lag grotendeels in de lage­
re dehydrogenatiesnelheden bij de succinaatoxydatie. Anders lag dit bij de oxy­
datie van L-lactaat (fig. 2D), waarbij in het zure gebied relatief hoge waarden 
voor toestand 4 werden gevonden. Een mogelijke verklaring hiervoor is, dat de 
derde fosforyleringstrap (hoofdstuk 1, fig. 1) s terker ontkoppeld is of wordt 
dan de andere fosforyl e rings trappen. Daar cytochroom b„ electronen over­
draagt aan cytochroom с (hoofdstuk 1, par. 1.1, hoofdstuk 5), passeren de elec­
tronen van L-lactaat naar zuurstof slechts deze ene fosforyleringstrap en wan­
neer deze relatief sterk ontkoppeld is , zullen bij de oxydatie eveneens relatief 
hoge specifieke activiteiten in toestand 4 resulteren. 
Gistmitochondriën vertonen daarmee overeenkomst met mitochondriën uit 
dierlijk weefsel, waarbij de oxydatie van ascorbaat + TMPD, die op dezelfde 
plaats als cytochroom b 2 op de ademhalingsketen aansluit (hoofdstuk 1, fig. 1), 
relatief de laagste RCR-waarden vertoont (2,4, rattenlevermitochondriën, L. 
Packer , R.H. Marchant & Y. Mukohata, 1963; 1,6, hartmitochondriën van rat 
en duif, D.D. Tyler & J . Gonze, 1967). 
De relatief hoge RCR-waarden voor de oxydatie van a-ketoglutaraat (5-6, 
fig. 9) waren een gevolg van de zeer lage toestand 4 ademhaling. Deze is een 
gevolg van het feit, dat deze ademhalingstoestand, in tegenstelling tot die van de 
andere geteste substraten, niet ontkoppeld wordt door anionische ontkoppelaars 
(T. Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagihara, 1966) en slechts door ADP wordt 
verhoogd tot toestand 3. Dit betekent, dat de cy-ketoglutaraatoxydatie gereguleerd 
wordt door de succinaat-thiokinasereactie, die niet gevoelig is voor de ontkoppe-
ling, waaraan de oxydaties van de andere substraten blijkens de algemeen voor-
komende stijging van toestand 4 met de pH (fig. 1 en 2) onderhevig zijn (zie DIS-
CUSSIE). 
In tegenstelling tot de P/O-verhoudingen waren de RCR-waarden wel pH-
afhankelijk (fig. 1, 2 en 9). Optimale waarden werden verkregen voor L-malaat 
+ pyruvaat bij pH 6 - 6 ,5 , ci traat pH 6 - 6 ,8 , a-ketoglutaraat pH 6,5 - 7, succi-
naat pH 6 - 6 ,5 , aethanol pH 6,5 - 7,4, a-glycerofosfaat pH 6 - 7, L-lactaat pH 
6,5 - 6 ,8 , NADH pH 6,5-7, NADPH pH 6-6 ,5 . 
We zullen in de discussie pogen een verklaring te geven voor het ontbreken 
van een verband tussen RCR en P /O . 
95 
IV DISCUSSIE 
1. MITOCHONDRIALE ENZYMACTIVITEITEN 
a. Activiteiten binnen de citroenzuurcyclus 
Mitochondriën van Saccharomyces carlsbergensis katalyseerden de volle-
dige citroenzuurcyclus (par. III. l .a) en de oxydatie van aethanol, a-glycero-
fosfaat, NADH, NADPH en L-lactaat (par. ІП. l . b ) . Zij vertoonden daarbij 
grote overeenkomst met mitochondriën van andere gistsoorten (S. cerevisiae, 
E . Vitols & A.W. Linnane, 1961; E .A. Duell, S. Inoue & M . F . Utter, 1964; 
Candida uti l is , A.W. Linnane, E. Vitols & P . G . Nowland, 1962; T. Ohnishi, 
G. Sottocasa & L. Erns te r , 1966; Endomyces magnusii, R.A. Zvyagil'skaya & 
A.V. Kotel'nikova, 1964; A.V. Kotel'nikova & R. A. Zvygil'skaya, 1965 en 
Lipomyces lipofer, H .M.C . H e i c k & H . B . Stewart, 1965). NADPH-oxydase-
activiteit in gistmitochondriën werd nog niet door andere auteurs aangetoond. 
Activiteiten van L-glutamaatdehydrogenase en p-OH-butyraatdehydrogenase 
konden niet worden aangetoond. De eers te ontbrak waarschijnlijk wegens r ep re s -
sie door de zich in het cultuurmedium van de gist bevindende ammoniumionen 
(G. Hierholzer & H. Holzer, 1963, H. Westphal & H. Holzer, 1964). Van de 
tweede is slechts sporadisch een zeer geringe activiteit in gistmitochondriën 
aangetoond (R.A. Zvyagil'skaya & A.V. Kotel'nikova, 1964). 
In tegenstelling tot de bevindingen van Linnane & Still (1955) stimuleerde 
acetaat de L-malaatoxydatie en vice versa . Evenwel nam de stimulering boven 
pH 6 af en was zij vanaf pH 6,5 van voorbijgaande aard. Dit was ver-
wonderlijk daar de hoogste activiteiten van de bij de oxydatie van ge-
noemde substraten betrokken enzymen in het alkalisch milieu liggen. Daar 
de oxydatie van L-malaat + pyruvaat en L-malaat + acetylcarnitine de besproken 
afname in oxydatieve activiteit niet vertoonden, werd aangenomen dat het endoge-
ne ATP bij hogere pH onvoldoende was om het acetaat blijvend te activeren. Het 
uitblijven van een duidelijke reactivering door toegevoegd ATP (fig. 6B) kan een 
gevolg zijn geweest van de remming der ademhaling door exogeen ATP in het 
e wak zure gebied (hoofdstuk 8) of van een verhoging van de К van acetyl-CoA 
voor hßt condensing enzyme (J. A. Hathaway & D.E. Atkinson, 1965). 
Bij de oxydatie van citraat is niet nagegaan in welke mate de NAD- en NADP-
gekoppelde isocitraatdehydrogenasen werkzaam zijn. De gevonden К van ci traat 
-5 ш 
voor de oxydatie((3, 8 - 5,9) χ 10 M, par . Ш. 1. c2) lag dichter in de buurt van 
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de К van isocitraat voor het NADP-gekoppelde enzym ( ( 4 , 5 - 5 , 8 ) χ 10" M bij 
pH 7-8 in 0,033 M fosfaat of 0,1 M Tris-HCl bij 22 - 30 o C, Α. Kornberg & 
W.E. Рг ісег, J r . , 1951; С. Bernofsky & M. F . Utter, 1966) dan die voor het 
NAD-gekoppelde enzym ( (1 - 1,1) χ 10" 4 M, pH 7,5 - 8 in 0,033 M fosfaat of 
T r i s bij 22 - 25 0 C, Α. Kornberg & W.E. Рг ісег , J r . , 1951; J . A. Hathaway & 
D . E . Atkinson, 1963). Aconitase met К -waarden voor citraat in het gebied 
van 0,9 - 3,6 χ 10" M ( J . - I . Tomizawa, 1953; J . F . Morrison, 1954; E. Racker, 
1950) is ondanks deze hogere К -waarden niet snelheidsbeperkend. De intrami­
tochondriale concentratie van NADP + NADPH laat zich aan de hand van mijn 
gegevens (hoofdstuk 2, par . IV. 3) en die van Ohnishi et al . (1967) berekenen op 
_3 
(0,5 - 1,2) χ 10 M. Dit is ruim voldoende om de NADP-gekoppelde isocitraat-
dehydrogenase te verzadigen (K = 2,2 χ 10 M, С. Bernofsky Ь M . F . Utter, 
1966). Het voor de citraatoxydatie gevonden pH-optimum stemde evenwel meer 
overeen met het optimum van de NAD-gekoppelde isocitraatdehydrogenase dan 
met het optimum van het NADP-gekoppelde enzym (par. Ш. 1. c l ) . Vanwege de­
ze discrepantie tussen pH-optimum en К is niet te zeggen welke isocitraatde­
hydrogenase bij de oxydatie van citraat de overhand had. In homogenaten van ge-
derepresseerde gist was het NADP-gekoppelde enzym ongeveer 2,5 maal zo ac­
tief als het NAD-gekoppelde (E. S. Polakis & W. Bartley, 1965). 
b . De oxydatie van exogeen NADH en NADPH 
Bij de oxydatie van NADH was het opmerkelijk, dat deze gepaard ging met 
een relatief sterke ademhalingsregulatie. Volgens de klassieke onderzoekingen 
van Lehninger (1951, 1955) zijn rattenlevermitochondri'ën niet permeabel voor 
uitwendig toegevoegd NADH. NADH kon aanleiding geven tot oxydatieve fosfory-
lering, maar niet dan na toevoeging van cytochroom с ten teken dat het gebruikte 
preparaat beschadigde, cytochroomdeficiënte mitochondriën bevatte. Deze f o s -
forylering trad ook op na preïncubatie van de mitochondriën in water, dat de 
intacte mitochondriën deed zwellen en de permeabil i te i tsbarr iëre voor extrami-
tochondriaal NADH ophief. Later is voor intacte rattenlever- en duivenhartmi-
tochondriën aangetoond, datelectronen, afkomstig van NADH, direct op de adem-
2+ 
halingsketen overdraagbaar waren, mits Mg uit het reactiemedium werd weg-
gelaten (R. Cereijo-Santalo, 1966; M.C. Blanchaer, C.-G. Lundquist & T. J . 
Griffith, 1966). Deze oxydatie verliep via de ademhalingsketen, omdat zij ge-
remd kon worden door rotenon, amytal en antimycine A. Fosforylering werd 
evenwel niet waargenomen. In geen van de bovengenoemde gevallen ging oxyda-
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tie van NADH gepaard met ademhalingsregulatie. Dit was bij de oxydatie door 
gistmitochondriën wel het geval, hetgeen erop duidt, dat oxydatie van extrami-
tochondriaal NADH door deze mitochondriën een natuurlijke eigenschap van de-
ze deeltjes is en niet door artificiële structuurveranderingen behoeft te worden 
geïnduceerd. Chance & Thorell (1959) kwamen op grond van kinetische overwe-
gingen betreffende de ademhaling en cytochroomreductie in intacte gist na toe-
voeging van glucose tot eenzelfde conclusie. Wellicht bevindt zich de dehydro-
genase aan de buitenzijde vanhetmatr ixmembraan. Permeabili tei t van het mi-
tochondrion voor NADH is niet waarschijnlijk vanwege het hoge gehalte aan ni-
cotinamidedinucleotiden binnen de geïsoleerde mitochondriën (hoofdstuk 2, par . 
IV. 3). Door genoemde dehydrogenaseactiviteit is directe oxydatie van cyto-
plasmatisch NADH, gepaard gaande met fosforylering van ADP tot ATP moge-
lijk zonder tussenkomst van permeërende substraten, waarvoor tevens NAD-
gekoppelde, cytoplasmatische dehydrogenaseactiviteit bestaat (B. Sacktor & 
A. Dick, 1962; P . Borst , 1962, 1963). Het is niet mogelijk de dehydrogenase 
voor exogeen NADH in gistmitochondriën te vergelijken met DT-diaforase, een 
enzym dat in het cytoplasma van de lever- en de asci tes-tumorcel voorkomt 
(L. Erns te r , L. Danielson & M. Ljunggren, 1962; T. Terranova, T. Galeotti, 
S. Baldi & G. Neri , 1967) en electronen van extramitochondriaal NADH en 
NADPH via vitamine K„ op de ademhalingsketen over kan dragen. De activiteit 
van dit enzym wordt dicumarol geremd in tegenstelling tot de NADH-oxydatie 
door gistmitochondriën (hoofdstuk 5). 
De directe oxydatie van toegevoegd NADPH, gepaard gaande met fosfory-
lering van ADP tot ATP, is ook een eigenschap, welke inhaerent is aan gist-
mitochondriën. Zoogdiermitochondriën oxyderen toegevoegd NADPH niet en de 
oxydatie van intramitochondriaal gevormd NADPH vindt plaats door middel van 
een pyridinenucleotide-transhydrogenase door electronenoverdracht op NAD 
(В. Kaufman & N. O. Kaplan, 1961). Het pH-optimum van dit enzym, pH 6,2 
(Ν.О. Kaplan, S. P . Colowick & E. F. Neufeld, 1953),vertoont een treffende ge­
lijkenis met dat van de NADPH-oxydatie door gistmitochondriën (pH 6-6,5). Uit 
onderzoek m. b. v. remstoffen (hoofdstuk 5) zal duidelijk worden, dat we hier 
niet met een pyridinenucleotide-transhydrogenaseactiviteit te maken hebben. 
Ondanks een gelijkenis in pH-optimum met de gevonden NADPH-oxydatie is het 
onwaarschijnlijk, dat we hier te maken hebben met vitamine K-reductase (pH 
5,7 , F . Märki & С. Martius, 1960), of een analogen van bepaalde chinonreduc-
tasen (runderhersenen, pH 5,7 - 6,7, W. Levine, A. Giuditta, S. Englard & 
H . J . Strecker, 1960; spinaziebladeren, pH 6, 3 in 0,1 M fosfaat, F . Kieffer, 
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1961; de erwt, pH, 6 ,5 , W.D. Wosilait & A. Nason, 1955). De meeste van de-
ze activiteiten zijn ni. op remming door dicumarol getest en daarvoor gevoelig 
gebleken. De NADPH-oxydatie door gistmitochondriën was echter ongevoelig 
voor dicumarol (hoofdstuk 5). De door Haas en medewerkers (E. Haas, B . L . 
Horecker &. T.R. Hogness, 1940; E. Haas, C . J . Har re r & T.R. Hogness, 1942) 
onderzochte NADPH-cytochroom с reductase uit gist is mogelijk identiek met 
het door Schatz en Klima (1964) beschreven microsomale enzym. Microsomen 
kunnen met NADPH als substraat zuurstofverbruik te zien geven, welk verbruik 
door het ijzer-ADP complex, dat veelal als verontreiniging in het commerciële 
ADP voorkomt, wordt versneld (P. Hochstein, К. Nordenbrand & L. E r n s t e r , 
1964). Deze activiteit werd niet door antimycine A geremd en ging niet met fos-
forylering van ADP to ATP gepaard (A. Beloff-Chain, R. Catanzaro & G. 
Serlupi-Crescenzi, 1963). De oxydatie van NADPH door verschillende fracties 
uit gist werd wel door antimycine A geremd en vertoonde ademhalingsregulatie 
in het geval van de mitochondriale fractie. 
Zowel voor de oxydatie van NADH als NADPH is een electronentransport 
naar zuurstof via een microsomale electronentransportketen onwaarschijnlijk 
(tabel II). Het additie-experiment van fig. 3 maakt onwaarschijnlijk, dat de ge­
vonden ademhalingsregulatie en antimycine A-gevoeligheid (hoofdstuk 5) van de 
NADH- en NADPH-oxydatie door de 1200 - 9000 g-fractie verklaard moet wor­
den door een interactie van microsomale en mitochondriale electronentransport-
ketens. Hiermee wordt de NADH- en NADPH-oxydatie door laatstgenoemde frac­
tie tot een mitochondriale activiteit verklaard. Daarmee wil niet gezegd zijn, dat 
de door Schatz & Klima (1964) gevonden NADPH-cytochroom с reductase geen 
microsomaal enzym is . Aan ons testsysteem werd geen cytochroom с toegevoegd 
en dus kon genoemde extramitochondriale activiteit ook niet worden aangetoond. 
Dat Schatz en Klima geen mitochondriale NADPH-oxydatie konden vaststellen kan 
gelegen hebben aan de suboptimale pH (pH 7,4), instabiliteit van het enzym ten 
opzichte van de gevolgde homogenisatiemethode van de gist, of aan andere moge­
lijke invloeden, die de activiteit van het enzym hebben verlaagd. 
с Metabole regulatie 
Metabole regulatie van de ademhaling (toestand 3) wordt door twee groot­
heden bepaald: 
1. de concentraties van de bij de oxydatie betrokken enzymen en hun reactiecon­
stanten, 
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2. de concentraties van hun substraten, producten en cofactoren. 
Door geschikte reactiecondities kan de tweede factor worden uitgesloten en 
worden de enzymconcentraties en de reactieconstanten bepalend voor de speci­
fieke oxydatieve activiteit. Een goed voorbeeld daarvan is gegeven in de citroen­
zuurcyclus bij zwak zure pH (pH 6,5), waarvan de activiteit bij optimale wer­
king door de activiteiten van het pyruvaat- en o-ketoglutaraatdehydrogenase-
complex zal worden bepaald (par. Ш. l . a ) . Dit is in overeenstemming met de 
gegevens van Polakis & Hartley (1965), verkregen uit bepalingen bij pH 6, 5 van 
citroenzuurcyclusactiviteiten in homogenaten van Saccharomyces cerevisiae in 
verschillende stadia van zijn groei op glucose of andere koolstofbronnen. De ac­
tiviteiten van het pyruvaat-oxydase- en a-ketoglutaraat-oxydasesysteem, inclu­
sief de succinyl-CoA-synthetase, waren de laagste die gemeten werden. 
Malaatdehydrogenase- en condensing enzyme-activiteit waren na een 16 - 24-
urige groeiperiode op glucose respectievelijk 1200 - 1300 en 130 maal zo ac­
tief als het pyruvaat-oxydasesysteem. Het pyruvaatdehydrogenasecomplex zal 
dus bij de oxydatie van L-malaat + pyruvaat beperkend zijn en het pH-optimum 
waarschijnlijk de waarde aannemen van de pyruvaatdehydrogenase (par. III. 1. 
c l ) . 
Wat het tweede punt betreft, kan de variabiliteit in de specifieke activiteit 
na opeenvolgende toevoegingen van ADP verklaard worden als beïnvloeding door 
directe of meer verwijderde producten van de oxydatie of door het via fosforyle-
ring gevormde ATP. In de citroenzuurcyclus komen als regulerende factoren de 
succinaat-thiokinasereactie en de vorming van een remmend product van de suc-
cinaatoxydatie naar voren. Bij de substraten, die buiten de citroenzuurcyclus 
vallen, was de beïnvloeding van de oxydatieve activiteit meer aan directe pro-
ducten van de reactie toe te schrijven (par. ΠΙ. 1. c2). 
2. MYOKINASE-ACTIVITEIT, P/O EN RCR 
Het ontbreken van myokinase-activiteit in Saccharomyces carlsbergen-
sis is in overeenstemming met de gegevens van Utter, Keech en Nossal (1958) 
voor een ander gistsoort uit hetzelfde geslacht (S. cerevisiae), waar AMP na 
fosforylering van ADP tot geen verdere fosfaatverestering aanleiding gaf. 
C.util is bezat wel myokinaseactiviteit , maar deze werd door EDTA geremd, 
d. w. z. het enzym is gelocaliseerd in de voor EDTA toegankelijke ruimte tussen 
het buiten- en binnenmembraan van het mitochondrion. Dit is dezelfde situatie 
als bij rattenlevermitochondriën (M. Klingenberg & E. Pfaff, 1966). Eventueel 
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in de niet voor EDTA toegankelijke ruimte (matrix) gelocaliseerde myokinase 
wordt niet door toegevoegd AMP bereikt wegens de lage snelheid van uitwisse-
ling van extramitochondriaal AMP tegen intramitochondriale adeninenucleotiden 
(T. Ohnishi, A. Kroger, H.W. Heldt, E. Pfaff & M. Klingenberg, 1967). 
Mitochondriën van S. carlsbergensis vertoonden voor alle geteste substra-
ten P/O-verhoudingen tussen 1 en 2 met daarnaast voor citraat en a-ketogluta-
raat waarden tussen 2 en 3. Hieruit kan in overeenstemming met Ohnishi, 
Kawaguchi en Hagihara (1966) de gevolgtrekking gemaakt worden, dat in de ge-
isoleerde mitochondriën de eers te fosforyleringstrap ontbrak omdat voor NAD-
en flavoproteïne-gekoppelde substraten overeenkomstige P/O-verhoudingen ver-
kregen werden. De hogere P/O-verhoudingen voor citraat en a-ketoglutaraat 
laten zich door de succinaat-thiokinasefosforylering verklaren. Een ontbreken 
van de eers te fosforyleringstrap door structurele beschadiging is practisch uit-
gesloten, omdat in dat geval tevens de ademhalingsregulatie verloren gaat (N-
par t ic les , E. Racker, 1965; sonic par t ic les , C . T . Gregg, 1967). Voor het ont-
breken van de eers te fosforyleringstrap in S. carlsbergensismitochondriën zal 
in de volgende hoofdstukken (5 en 6) verdere experimentele steun gezocht wor-
den. 
In overeenstemming met Linnane, Vitols Ь Nowland (1962) en Ohnishi, 
Sottocasa en Erns ter (1966) werden voor Candida utilismitochondriën wel de ver-
wachte P/O-verhoudingen gevonden: tussen 2 en 3 voor het NAD-gekoppelde 
substraat aethanol en 1 en 2 voor het flavoproteïne-gekoppelde substraat o-gly-
cerofosfaat (fig. 11C2 en C3). Voor mitochondriën uit S. cerevisiae is evenmin 
een verschil in fosforyleringsefficiëntie voor NAD- en navoproteïne-gekoppelde 
substraten gevonden (J. E. Vitols & A.W. Linnane, 1961; L. Kovác. H. Bedná-
rová & M. Greksák, 1966; W.X. Balcavage & J . R . Mattoon, 1967). De prepa-
raten van de laatste twee groepen auteurs vertoonden een bevredigende ademha-
lingsregulatie, hetgeen erop wijst, dat hun preparaten redelijk intact waren. 
Een verklaring voor de discrepantie met de cross-over gegevens van Chance 
(1959) (hoofdstuk 1, par . П. 2), die daaruit tot dr ie fosforyleringstrappen langs 
de ademhalingsketen van S. cerevisiae concludeerde is momenteel niet te geven 
en werd ook door Chance niet gegeven (B. Chance, L. E r n s t e r , P . B . Garland 
C . - P . L e e , P.A. Light, T. Ohnishi, C.I. Ragan & D. Wong, 1967). 
Uit vroegere gegevens is destijds door ons ten onrechte geconcludeerd 
(F. M.A.H. S chuurmans Stekhoven, 1966), dat er 3 fosforyleringsplaatsen langs 
de ademhalingsketen van de geïsoleerde S. carlsbergensismitochondriën zouden 
bestaan. Deze vergissing is een gevolg geweest van het feit, dat het handels-
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-ADP aanmerkelijke hoeveelheden AMP bevatte, die wegens het ontbreken van 
mitochondriale myokinaseactiviteit (par. ΠΙ. 2.a) geen aanleiding gaven voor 
fosforylering. Dientengevolge werden te hoge ADP/O-verhoudingen berekend. Bij 
rattenlevermitochondriën, die deze activiteit wel bezitten en ten gevolge van de 
2+ 
aanwezigheid van Mg ook vertoonden, kwam de berekende ADP-concentratie 
wel overeen met de werkelijke sterkte (inclusief 2 χ de concentratie van AMP). 
Het feit, dat voor de P/O-verhoudingen (fig. 1 en 2) geen optimaal pH-ge-
bied was aan te wijzen, voor de ademhalingsregulatieverhoudingen wel, laat 
zich niet eenvoudig verklaren. De RCR is de verhouding toestand 3 / toestand 4. 
Toestand 3 is een maat voor de snelheid waarmee electronen, afkomstig van de 
substraten, op de ademhalingsketen worden overgedragen en is daarmee bepa­
lend voor de snelheid waarmee С — I gevormd wordt (reactie 1, hoofdstuk 1, 
par . I. 2). Toestand 4 is een maat voor de ontkoppeling, dat is de snelheid, 
waarmee С ~ I gesplitst wordt zonder dat fosforylering optreedt (hoofdstuk 1, 
par . 1.6). Deze ontkoppeling komt door anionen tot stand, waaronder ook OH 
(K. van Dam & E . C . Slater, 1967). Dit is te zien aan het feit, dat voor diverse 
substraten toestand 4 met de pH toenam (fig. 1 en 2). Zou deze ontkoppeling zich 
in toestand 3 voortzetten dan zouden we een competitie krijgen tussen OH en 
ADP + Pi (via X) voor С ~ I : 
С + I (1) 
С + I + ATP < 2> 
Zou onder invloed van de pH de snelheid, waarmee С ~ I gevormd wordt, afne­
men en die, waarmee С ~ I via reactie (1) gesplitst wordt, toenemen dan zou de 
fractie van С ~ I, die voor fosforylering van ADP gebruikt wordt, afnemen en 
daarmee de P/O-verhouding. In dat geval ware te verwachten, dat een lagere 
RCR tevens in een lagere P/O zou resulteren. Dit is lang niet altijd het geval, 
gezien ook het door Chance beschreven experiment (hoofdstuk 1, par . II. 3). 
Volgens de theorie van van Dam en Slater (1967) vindt een ontkoppeling plaats 
doordat het anion ten koste van С ~ I via een energie-gekoppelde aspecifieke 
anionencarrier wordt opgenomen en als ongedissociëerd molecuul het mitochon-
drion verlaat zonder terugvorming van de voor opname gebruikte energierijke 
binding. Aannemend dat ADP een hogere affiniteit voor de anionencarrier zou 
hebben dan het ontkoppelende anion zou hieruit volgen dat een lage RCR geen 
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lage fosforyleringsefficiëntie ten gevolge behoeft te hebben, omdat toestand 4 
zich niet in toestand 3 voortzet. Dit zou tevens de remming van de door ontkop-
pelaars gestimuleerde ATPase door ADP (hoofdstuk 1, par . II. 3) duidelijk ma-
ken. 
Wellicht bestaat e r een verband tussen de mate van ontkoppeling en het 
aantal fosforyleringsplaatsen, wanneer we aannemen dat deze in verschillende 
mate ontkoppeld worden (par. III. 2.b). In verband hiermee is het wellicht r e -
levant, dat er voor mitochondriën van S. car lsbergensis , met één ontbrekende 
fosforyleringstrap, veelal weinig verschil was in de specifieke toestand 4 adem-
haling voor de NAD- en flavoproteïne-gekoppelde substraten (fig. 1С, E en 2A 
en C). C.utilismitochondriën, die de eers te fosforyleringstrap wel bezitten, 
vertoonden duidelijke verschillen tussen de toestand 4 ademhaling van het NAD-
gekoppelde substraat aethanol (fig. 11 C3) en die van het flavoproteïne-gekoppel-
de substraat o-glycerofosfaat (fig. 11C2). 
V SAMENVATTING 
Mitochondriën van S. carlsbergensis oxydeerden de volgende substraten: 
acetaat + L-malaat, L-malaat + pyruvaat, ci traat , tï-ketoglutaraat, succinaat, 
aethanol, a-glycerofosfaat, L-lactaat, toegevoegd NADH en NADPH. Voor de-
ze substraten werden specifieke activiteit van hun oxydatie, P/O-verhouding en 
RCR in afhankelijkheid van de pH bepaald. Oxydaseactiviteit voor L-glutamine-
zuur en DL-3-OH-butyraat ontbrak. Binnen de citroenzuurcyclus bleken de py-
ruvaatoxydase en a-ketoglutaraatoxydase het minst actief en mede bepalend 
voor de snelheid waarmee de cyclus in vivo zal draaien. De variabiliteit van de 
specifieke activiteit in opeenvolgende toestanden 3 kon verklaard worden door 
deelname in positieve of negatieve zin van producten van oxydatie en fosforyle-
ring. Voor de citroenzuurcyclus werden reguleringspunten gevonden in de suc-
cinaat-thiokinasereactie via ATP en de malaatdehydrogenasereactie via de 
vorming van oxaalacetaat (zie tevens hoofdstuk 7). Voor de oxydatie van aetha-
nol en L-lactaat is de mogelijkheid besproken van deelname van de respectieve 
producten aceetaldehyde en pyruvaat aan de oxydatie. De oxydaties van exogeen 
NADH en NADPH zijn mitochondriale activiteiten en komen niet tot stand door 
interactie van microsomen met mitochondriën. 
Onder condities , welke optimaal zijn voor myokinaseactiviteit, vertoon-
den mitochondriën van S. carlsbergensis deze activiteit niet, mitochondriën van 
C.uti l is wel. De activiteit werd door EDTA geremd en was aanwezig in de mito-
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chondriale ruimte tussen buiten- en binnenmembraan, toegankelijk voor EDTA. 
Mitochondriën van S.carlsbergensis vertoonden voor alle genoemde substraten 
P/O-verhoudingen tussen l e n 2 , behalve voor citraat en o-ketoglutaraat, waar-
voor waarden tussen 2 en 3 werden gemeten ten gevolge van de invloed van de 
succinaat-thiokinasefosforylering. Uit het ontbreken van een verschil in P / O 
tussen NAD- en flavoproteïne-gekoppelde substraten werd geconcludeerd dat in 
mitochondriën van S.carlsbergensis de eers te fosforyleringstrap ontbreekt. Mi-
tochondriën van C.uti l is vertoonden een duidelijk verschil in P / O voor de oxy-
datie van aethanol en or-glycerofosfaat. Het eers te substraat werd geoxydeerd 
met een P/O, liggend tussen 2 en 3, het tweede substraat met P/O-verhoudingen 
tussen 1 en 2. C.utilismitochondriën bezitten dus drie fosforyleringstrappen 
langs de ademhalingsketen. De oxydatie van alle genoemde substraten vertoon-
de ademhalingsregulatie. Voor de P/O-verhoudingen bestonden geen pH-optima, 
doch wel voor de RCR. Voor deze paradox is een verklaring gegeven op basis 
van de remming door ADP van de opname van het ontkoppelende anion (OH ) door 
een energie-gekoppelde anionencarrier. 
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H O O F D S T U K 4 
DE OXYDATIE VAN GLYCOLAAT, GLYOXYLAAT EN FORMALDEHYDE 
I INLEIDING 
Wij hebben in het voorgaande hoofdstuk de activiteiten van de verschillen-
de react ies uit de citroenzuurcyclus in gistmitochondriën behandeld. Thans zal 
de glyoxylzuurcyclus, die nauw betrokken is bij de koolhydraatafbraak, worden 
besproken. Enkele sleutelenzymen van deze cyclus, met name malaatsyntheta-
se en isocitraatlyase waren uit bakkersgist geïsoleerd (G.H. Dixon, H. L. Korn-
berg & P . Lund, 1960; J . A. Olson, 1959). Polakis & Bartley (1965) hadden de 
activiteit van deze enzymen in celvrije homogenaten van bakkersgist gemeten 
en de afhankelijkheid van de koolstofbron, waarop de gist gekweekt werd, on-
derzocht. Deze activiteiten waren van dezelfde grootteorde als die van de ci-
troenzuurcyclus zodat de glyoxylzuurcyclus bij de afbraak van pyruvaat of ace-
taat een met de citroenzuurcyclus vergelijkbare activiteit aan de dag kan leg-
gen. Bestudering van omzettingen van radioactief gemerkte substraten door 
intacte gistcellen duidde eveneens op het actief zijn van de glyoxylzuurcyclus 
naast de citroenzuurcyclus (A.O.M. Stoppani, M.M. Pigret t i , E .H. Ramos & 
S .L .S . De Favelukes, 1963; A.O.M. Stoppani & E.H. Ramos, 1964). Was dus 
de activiteit van verschillende reacties uit de glyoxylzuurcyclus in gist ondub-
belzinnig aangetoond, met betrekking tot de localisatie van deze activiteiten bin-
nen de cel was niets bekend. De eventuele aanwezigheid van malaatsynthetase, 
een sleutelenzym in de glyoxylzuurcyclus, werd door mij in mitochondriën van 
S. carlsbergensis onderzocht. Bij deze reactie wordt uit glyoxylaat en acetyl-
CoA malaat gevormd. Door oxydatie van malaat tot oxaalacetaat en condensa-
tie van oxaalacetaat met een tweede molecuul acetyl-CoA kan citraat gevormd 
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worden, dat verder via de citroenzuurcyclus afgebroken kan worden en oxaal-
acetaat kan terugvormen. Een duidelijke stimulering van de oxydatie van gly­
oxylaat door acetaat, dat via activering met ATP en CoASH acetyl-CoA kan op­
leveren (hoofdstuk 3), zou dan als indicatie voor het optreden van de malaatsynthe-
tasereactie kunnen gelden. 
II MATERIALEN EN METHODEN 
De oxydatie van de in dit hoofdstuk genoemde substraten werd polarogra-
fisch getest op dezelfde wijze als in hoofdstuk 3 beschreven. 
Ш RESULTATEN 
Fig. 1 vertoont de oxydatie van acetaat + glyoxylaat door mitochondriën 
van S. carlsbergensis als functie van de pH. Opvallend hierbij was, dat het op-
timum van de oxydatie (pH 7 - 7 , 8 ) buiten het gebied lag, dat voor de oxydatie 
брес act (τημτηόΐ Oj/mgeiwit мтіп)-
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Flg. 1. De specifieke oxydatieve activiteit van mi­
tochondriën van S. carlsbergensis (0, 9 mg 
eiwit/ml) in aanwezigheid van acetaat en 
glyoxylaat, in afhankelijkheid van de pH, 
De test geschiedde als in flg. 2 aangegeven. 
0 duidt op de specifieke oxydatieve activi-
teit v<5<5r toevoeging van ADP, a op de toe-
stand na toevoeging van ADP. 
van de meeste citroenzuurcyclusintei-mediairen werd waargenomen (hoofdstuk 3 , 
fig. 1). Een overwegende deelname van de citroenzuurcyclus aan de oxydatie, 
zoals boven geschetst, lijkt dus twijfelachtig. Bovengenoemd optimum komt het 
optimum van de malaatsynthetaseinbakkersgistnabij (pH 8,0, G.H. Dixon, H .L . 
Kornberg & P . Lund, 1960). De oxydatie van glyoxylaat + acetaat bleek evenwel 
niet of ui terst zwak ten opzichte van de som van de oxydaties van glyoxylaat en 
acetaat afzonderlijk gestimuleerd (fig. 2), met andere woorden op deze wijze 
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Fig. 2. Kinetiek van de oxydatie van acetaat + glyoxylaat door mitochondHën van S. carls-
bergensis (Mw, 0, 9 mg eiwit/ml), vergeleken met die van endogeen substraat, ace -
taat en glyoxylaat alleen. De concentraties van de substraten zijn in de figuur ver-
meld, de concentraties toegevoegd ADP en ATP zijn respectievelijk 0,19 en 2,2 mM; 
pH reactiemengsel = 7, 4. De onderste curve geeft het verloop van de oxydatie aan 
zonder toegevoegd ADP, bij alle andere experimenten werd ADP toegevoegd zoals 
aangegeven. De onbenoemde getallen langs de curven zijn specifieke activiteiten 
(m μ,πιοί O /mg eiwit χ min), 
was geen malaatsynthetasewerking in de mitochondriën aantoonbaar. Wel trad 
evenals bij de oxydatie van L-malaat + acetaat boven pH 6,5 (hoofdstuk 3, pa r . 
III. 1. cl) ook hier een geleidelijke afname van de oxydatiesnelheid met de tijd 
op, die noch door toevoeging van ADP, noch door toevoeging van ATP was opte 
heffen (fig. 2). Ook hier was het verloop van de curve met en zonder toegevoegd 
ADP nagenoeg gelijk (fig. 2). De afname trad evenwel bij alle pH-waarden in het 
gebied tussen pH 6 en 7, 8 op. Voorts duidt het optreden van een dergelijke af-
name bij de oxydatie van glyoxylaat (fig. 2) erop, dat we hier niet te maken hebben 
met een remming van de oxydatie van L-malaat + acetaat. De relatief hoge spe-
cifieke oxydatieve activiteit met glyoxylaat alleen en het ontbreken van eendui-
delijke stimulering door acetaat duidde op een andere oxydatieve weg voor gly-
oxylaat dan via de malaatsynthetasereactie zoals in de INLEIDING geschetst. 
Als mogelijke andere oxydatieve wegen voor glyoxylaat willen we onder-
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scheiden directe afbraakwegen, waarbij glyoxylaat wordt afgebroken zonder con­
densatie met andere metabolieten en indirecte wegen, waarbij dat wel gebeurt. 
Tot de eers te categorie behoort het monocarboxylzuurschema van Bolcato en 
medewerkers (1956, 1957, 1958, 1959). Het schema verloopt als geschetst in 
fig. 3. We hebben de oxydatiesnelheid van enkele tussenproducten uit dit schema 
gemeten (tabel I). Glycolaat, glyoxylaat en formaldehyde werden geoxydeerd. 
a c e t a a t 
-ATP COASH· 
»ADP-»PPi 
acetyl-CoA 
Co A 5 H —^ 
glycol a l d e h y d e 
2H ~ - ^ 
g l y c o l a a t 
2H -
g l y o x y l a a t 
CO. 
-Λ 
Formaldehyde 
2H —-^ 
forrmaat 
NAD* 
^ 
-NADHtH* 
Flg. 3. Schema van Bolcato voor de afbraak 
van acetaat tot CO_ en H O (V. Bolcato 
2 2 
et al., 19S6, 1957, 1958, 1959). 
PPi is pyrofosfaat. 
CO, 
Acetaat en formiaat werden niet merkbaar geoxydeerd. Hieruit valt te conclu­
deren, dat ten minste een van de eers te drie omzettingen en ook de laatste om­
zetting onder de gebezigde condities niet in mitochondrien van S. carlsbergensis 
optrad. De oxydatie van formaldehyde had een overeenkomstig verloop als de 
oxydatie van glyoxylaat, nl. een geleidelijke afname van de snelheid met de tijd 
(fig. 2). Dit is volgens het schema van fig. 3 te verwachten, daar daarin de oxy-
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TABEL I 
Specifieke activiteiten van de oxydatie van substraten, behorend tot het Bolcato-
schema en andere wegen van glyoxylaatafbraak. 
Alle genoemde substraten waren aanwezig in een beginconcentratie van 4 ,4 mM, 
de mitochondriale eindconcentratie was 1,1 mg eiwit/ml; de pH van het reactie-
mengsel was 7 ,4 . Substraat en ADP werden respectievelijk 0,5 en 2,5 min na de 
mitochondriën (S. carlsbergensis) toegevoegd. De specifieke activiteit is gemeten 
na toevoeging van ADP. 
Substraat specifieke activiteit 
(mllmol O^/^g eiwit χ min) 
endogeen 3 
acetaat 3 
glycolaat 6 - 7 
glyoxylaat 15 
formaldehyde 26 
formiaat 2 
oxalaat 2 
fosfo-enolpyruvaat 3 
pyruvaat 31 
datie van glyoxylaat door de oxydatie van formaldehyde wordt bepaald (formiaat 
werd niet geoxydeerd). 
Een andere afbraakweg is de omzetting van glyoxylaat tot oxalyl-CoA en 
formyl-CoA onder vorming van oxalaat en formiaat volgens een schema, datdoor 
Quayle en medewerkers voor de glyoxylaatafbraak in Pseudomonas oxalati-
cus is opgesteld (J .R. Quayle, D.B. Keech & G. A. Taylor, 1961; J . R . Quayle 
& G. A. Taylor, 1961). Een directe oxydatie van glyoxylaat tot oxalaat zonder 
tussenkomst van CoASH is mogelijk door middel van glycolzuuroxydase ( K.E. 
Richardson & N . E . Tolbert, 1961). Onze gistmitochondriën oxyderen formiaat 
en oxalaat niet (tabel I). Indien de mitochondriën glyoxylzuur oxyderen volgens 
het schema van Quayle zouden oxalaat en formiaat als eindproducten te verwach-
ten zijn. 
Een derde directe afbraakweg voor glyoxylaat verloopt via vorming van 
tartronzuursemialdehyde, zoals aangegeven door Kornberg & Gotto (1961) en 
Dagley, Trudgill & Callely (1961), waarbij 2 moleculen glyoxylaat condenseren 
onder afsplitsen van een molecuul CO ? . De omzetting tot pyruvaat, dat door de 
mitochondriën kon worden geoxydeerd (tabel I) lijkt minder waarschijnlijk, daar 
het intermediair , voorafgaande aan pyruvaat, fosfo-enolpyruvaat, niet door de 
mitochondriën werd geoxydeerd (tabel I). Genoemde afbraakweg eist tevens 
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initiatie door reductie van tartronzuursemialdehyde met NADH tot glyceraat en 
activering van glyceraat tot 3-fosfoglyceraat met behulp van ATP. Voldoende 
vorming van zowel NADH als ATP met behulp van reeds aanwezig endogeen sub-
st raat onder de heersende aërobe condities bij alkalische pH is onwaarschijnlijk. 
Een cyclus via tartronzuursemialdehyde, glycolaldehyde en glycolaat valt aan de 
hand van mijn gegevens niet uit te sluiten, wanneer we aannemen dat de oxydatie 
van glycolaldehyde tot glycolaat meer dan tweemaal zo snel verloopt als de oxy-
datie van glycolaat tot glyoxylaat (tabel T). 
Voor de indirecte wegen van glyoxylaatafbraak is een e is , dat de mi to-
chondriën een zeker niveau aan endogeen substraat bezitten van de soort, waar-
mee glyoxylaat moet condenseren: a-ketoglutaraat ( J .C . Crawhall & R .W.E . 
Watts, 1962; H. Kawasaki, M. Okuyama & G. Kikuchi, 1966), succinaat (R. Α. 
Smith Ь I . C . Gunsalus, 1957), oxaalacetaat (B. Payes fc G. Laties, 1963). Het 
verloop van deze indirecte afbraakwegen is bij afwezigheid van enig ander exo­
geen substraat dan glyoxylaat niet waarschijnlijk, omdat de endogene concentra­
tie van de condensatiepartner waarschijnlijk te gering is (zie DISCUSSIE). 
IV DISCUSSIE 
Voor de afbraak van glyoxylaat staat een groot aantal wegen open. Wanneer 
geen ander substraat dan glyoxylaat aan mitochondriën wordt toegevoegd is een 
directe afbraakweg het meest waarschijnlijk. Uit radioactief gemerkt glyoxylaat 
als enig exogeen substraat werden door rattenlevermitochondriën oxalaat en gly-
cine als radioactieve hoofdproducten gevormd (J .C. Crawhall & R .W.E . Watts, 
1962; H. Kawasaki, M. Okuyama & G. Kikuchi, 1966). Het eers te kan zijn ontstaan 
door oxydatie van glyoxylaat via oxalyl-CoA en hydrolyse van het instabiele 
oxalyl-CoA (J.R. Quayle, D.B. Keech & G.A. Taylor, 1961; J . R . Quayle & 
G.A. Taylor, 1961) of via een directe oxydatie tot oxalaat (Κ. E. Richardson & 
N. E. Tolbert, 1961). Het tweede kan uit glyoxylaat zijn ontstaan door transami-
nering met een endogeen aminozuur. Oxydatie van formaldehyde door mitochon­
driën van S. carlsbergensis (tabel I) past tezamen met de oxydatie van glycolaat 
in het schema van fig. 3. 
Welke afbraakweg glyoxylaat in gistmitochondriën gaat, zal verder via ana-
lyse van de eindproducten moeten worden nagegaan. 
De waargenomen afname in oxydatiesnelheid met glyoxylaat en formaldehy-
de laat zich het meest eenvoudig verklaren via uitputting van een voor de oxyda-
tie benodigde factor of ophoping van een remstof. Speculaties omtrent de aard 
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van de factor of remstof zijn niet te maken in verband met het vooralsnog ont-
breken van een nauwkeurige kennis van de glyoxylaatafbraak in gistmitochon-
driën. Remming van de fosforylering door formaldehyde als oorzaak voor de 
afname van de oxydatiesnelheid (J. J . van Buskirk & W. R. Fr i se l l , 1967) is 
onwaarschijnlijk daar 35 μ M 2,4-dinitrofenol de ademhaling niet reactiveerde. 
V SAMENVATTING 
Pogingen om, via stimulering van de glyoxylaatoxydatie door acetaat, de 
werking van malaatsynthetase in gistmitochondriën (S. carlsbergensis) aan te 
tonen, hebben gefaald. Glyoxylaat alleen werd met een duidelijk waarneembare 
snelheid geoxydeerd als teken van een directe afbraak van dit substraat . De 
oxydatiesnelheid bezat een vrij vlak pH-optimum in het gebied tussen pH 7 en 
7 ,8 . De mogelijke betekenis van glyoxylaat als intermediair bij een directe af-
braak van acetaat is belicht. Een of meer omzettingen aan het begin van deze 
afbraak volgens Bolcato traden niet op, evenmin als de laatste trap van dat sche-
ma. De oxydaties van glycolaat en formaldehyde, op deze afbraakweg vooraf-
gaand, respectievelijk volgend op glyoxylaat, verliepen met snelheden, die r e s -
pectievelijk langzamer en sneller waren dan de oxydatie van glyoxylaat. De 
oxydatiesnelheid met formaldehyde vertoonde een overeenkomstige afname met 
de tijd als die met glyoxylaat. Andere mogelijke afbraakwegen voor glyoxylaat, 
zowel direct als via condensatie met endogeen mitochondriaal substraat , zijn aan 
een beschouwing onderworpen. Een directe afbraak van glyoxylaat is onder de 
gebezigde condities meest waarschijnlijk. 
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H O O F D S T U K 5 
EFFECTEN VAN REMSTOFFEN 
I INLEIDING 
Remstoffen, mits specifiek, kunnen worden gebruikt als indicatoren voor 
bepaalde enzymatische reacties en zullen in dit hoofdstuk ook als zodanig wor-
den gebruikt. We zullen de in hoofdstuk 1, fig. 1, genoemde remstoffen rotenon, 
amytal, antimycine A, Na.S (remt als KCN) en oligomycine successievelijk be-
handelen. De eers te drie genoemde stoffen werden altijd beschouwd als speci-
fieke remmers van het mitochondriale electronentransport door de ademhalings-
keten; in geval van amytal en antimycine A mogelijk via het koppelingsmechanis-
me van fosforylering aan ademhaling (hoofdstuk 1, par . 1.6). Voor rotenon en 
amytal was reeds gedeeltelijk gebleken, dat deze specificiteit niet volledig is; 
de uitzonderingen zijn voor rotenon beperkt in aantal, voor amytal legio (A. 
Giuditta Si L. Casóla, 1965). Antimycine A is tot dusver specifiek gebleken voor 
de remming van het mitochondriale electronentransport tussen cytochroom b en 
c . (V.R. Pot ter & A.E. Reif, 1952). Van cyanide en sulfide was reeds bekend, 
dat zij naast cytochroomoxydase ook andere oxydasen en catalase konden rem-
men (D. Keilin, 1966; P . Nicholls & G.R. Schonbaum, 1963). De aspecifiteit 
van de rotenon- en amy tal remming zal in dit hoofdstuk behandeld worden. De 
aspecifiteit van de rotenonremming betreft hier slechts de aethanoloxydatie. 
Amytal remt naast het electronentransport tal van dehydrogenasen en de sub-
straatpermeatie . We komen daarop hieronder terug. 
Omdat sterk de indruk bestond, dat de koppeling van de fosforylering aan 
de ademhaling op plaats 1 door amytal geremd werd (B. Chance, G. Hollunger 
& В. Hagihara, 1962; H.C. Hemker, 1963),is speciale aandacht aan de invloed 
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van amytal op de mitochondriale oxydatieve activiteit van S. carlsbergensis be-
steed, omdat het vermoeden bestond, dat hier de eers te fosforyleringstrap ont -
brak. 
Rotenon zal gebruikt worden om electronentransportwegen via FpD.. en 
FpD en via andere flavoproteïnen (hoofdstuk 1, fig. 1) van elkaar te onderschei-
den in voor deze remstof gevoelige mitochondriën (C. utilis). Bovendien zal de 
mogelijke remming van de oxydatie van een aantal substraten door antimycine A 
worden nagegaan om te bewijzen, dat we hier met oxydaties via de mitochondri-
ale ademhalingsketen te maken hebben. De oxydatie van L-lactaat, die via cy-
tochroom с verloopt, zal desondanks door antimycine A geremd worden. Voor 
dit paradoxale resultaat zal een experimentele verklaring gegeven worden. De 
aspecifieke remming van de fosforylering door oligomycine zal kort behandeld 
worden. Daarnaast zullen nog enkele andere remstoffen gebruikt worden: dicu-
marol bij de oxydatie van NADH en NADPH om de daarbij betrokken dehydroge-
nasen van een aantal chinonreductasen en van DT-diaforase (hoofdstuk 3, par . 
TV) te onderscheiden; arseniet en malonaat om de oxydatie van L-lactaat van de 
oxydatie van pyruvaat en endogeen substraat te kunnen onderscheiden. Tenslotte 
zal de remmende werking van Na.S op enkele mitochondriale activiteiten getest 
worden. 
Π MATERIALEN EN METHODEN 
De beschreven experimenten werden uitgevoerd m . b . v. de zuurstofpolaro-
graaf (hoofdstuk 3, par . II). Bij bepaling van het type remming werd 2-25 μΐ 1 M 
substraat tezamen met 10-20 ui 0,0718-0,0791 M ADP aan het reactiemengsel 
(eindvolume 4,5 ml) toegevoegd. Vanwege de lage Km van citraat bij de oxydatie 
werd als molariteit van dit substraat 0,1 gekozen. De remstof werd vóór de mi-
tochondriën in het reactievat gebracht. Gemeten werden de beginsnelheden van 
de oxydatie. Oplossingen van amytal (0,1-1 M), arseniet (1 M), malonaat (1 M) 
_3 
en Na„S (1 M) werden bereid met aqua bidest. Van dicumarol (1,5 χ 10 M), 
oligomycine (10 mg/ml), rotenon (1-1,5 mg/ml) en antimycine A (1 mg/ml) wer­
den oplossingen in methanol gemaakt. Bij dicumarol was toevoeging van een 
spoortje loog noodzakelijk om een heldere oplossing te verkrijgen. Van de ge­
noemde remstoffen werd 4-25 μΐ toegevoegd. 
Voor verdere details zie onder RESULTATEN. 
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Ill RESULTATEN 
1. REMMING DOOR ROTENON 
De oxydatie van verschillende NAD-gekoppelde substraten door mitochon-
driën van S. carlsbergensis werd niet geremd door rotenon in concentraties, op-
lopend tot 50 n ^ m o l / m g mitochondriaal eiwit (fig. 1). Dit stemt overeen met de 
S CARLSBERGENSIS 
epec act im^mol Ог/тд eiwit χ mm) 
100-
0 0 
6 0 
40 
20 
г=г 
'NADH 
20 4 0 6 0 
r o t e n o n f mjumol /mg e i w i t ) 
Fig. 1. De specifieke oxydatieve activiteit van mitochondrièn 
van S. carlsbergensis (toestand 3) met verschillende sub-
straten in afhankelijkheid van de rotenonconcentratie. 
Substraatconcentraties en pH reactiemediuni: L-malaat 
(2 ,5 mM) + acetaat (5 mM) (pH = 6,0), L-malaat (2,5 
mM) + pyravaat (2,5 mM) (pH = 6,5), citraat (10 mM) 
(pH = 6,5), Qí-ketogluraat (12,5 mM) (pH = 6,5), 
aethanol (2,5 mM) (pH = 7,4), NADH (1,5 mM) (pH = 
6,0) . Mitochondriale concentratie 0 , 6 - 1 mg eiwit/ml. 
Temperatuur 210C. De curve, aangeduid met (Ы. ), 
geeft het verloop van de specifieke activiteit aan zonder 
rotenon, maar in aanwezigheid van dezelfde hoeveelheid 
methanol als werd toegevoegd bij de metingen met ro­
tenon. 
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resultaten van Ohnishi, Kawaguchi & Hagihara (1966), hoewel deze auteurs een 
veel lagere rotenonconcentratie gebruikten (1,5 m^mol/mg eiwit). 
Deze concentratie remde de ademhaling van rattenlevermitochondriën met L-
malaat + pyruvaat, of L-glutamaat als susbstraat volledig (L. Erns te r , G. 
Dallner & G. F . Azzone, 1963), maar bracht slechts een geringe daling van de 
specifieke oxydatieve activiteit voor L-malaat + pyruvaat teweeg in mitochon-
driën van C.ut i l is , die voor rotenon gevoelig bleken (fig. 3). De ongevoeligheid 
voor rotenon is tevens voor mitochondriën en submitochondriale deeltjes van 
NADH {μηιοί/тпд e iw i t ) 
tijd ( m i n ) 
Fig. 2. De remining van gist-alcoholdehydrogenase (ADH) door rotenon. 
Spectrofotometrische bepaling van gist-ADH activiteit bij 34D 
тЦі. Reactiemedium, 3 ml buffer (10 mM К HPO + 10 mM 
triaethanolamine-HCl, pH 7,4), waaraan toegevoegd aethanol 
(16, 3 mM) en NAD (16 μ,Μ) tot een totaal volume van 3,06 ml. 
De reactie werd gestart door toevoeging van 6 \ig gist-ADH; 
temperatuur 2СРс. O O blanco; А A blanco + rotenon 
(10 41); и • blanco + rotenon (20 μ1);Δ Δ blanco + 
methanol (10 μΐ); D D blanco + methanol (20 μ,Ι). 
Gist-ADH was een handelsproduct van Boehringer Б Soehne 
G.m.b.H. -Mannheim, rotenon (9CM zuiver) was een oplossing 
van 1 mg/ml methanol. 
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S.cerevisiae aangetoond (H.R. Mahler, В. Mackler, S. Grandchamp & P . P . 
Slonimski, 1964; G. Schatz & E. Racker, 1966; W.X. Balcavage & J . R . Mat­
toon, 1967). 
De enige oxydatie, die door rotenon geremd werd, was die van aethanol 
(fig. 1), waarschijnlijk tengevolge van remming van de alcoholdehydrogenase 
(fig. 2). Methanol alleen remt de oxydatie van aethanol ook, maar de remming 
door rotenon laat zich daarvan duidelijk onderscheiden (fig. 1). Bij de andere 
substraten (fig. 1) had methanol geen invloed op de oxydatiesnelheid. De rem­
ming van de alcoholdehydrogenase uit gist door rotenon is door Balcavage & 
Mattoon (1967) bevestigd en verder onderzocht. Rotenon bleek daarbij een rem­
ming uit te oefenen van het gemengd competitieve-noncompetitieve type met be­
trekking tot zowel NAD als aethanol. Het enige andere gesignaleerde geval van 
remming door rotenon buiten de ademhalingsketen is de remming van de NAD-, 
of NADP-gekoppelde glutamaatdehydrogenase uit runderlever (R. A. Butow, 1967). 
Behoudens deze uitzonderingen kan rotenon toch wel als een specifieke r e m m e r 
van de ademhalingsketen worden beschouwd. 
In tegenstelling tot de ademhalingsketen van mitochondriën van S .ca r l s -
bergensis wordt die van C.util is wel door rotenon geremd (fig. 3, vgl. de curve 
С U T i n S 
spec act (т^ітпоі O2 /mg e iwit ж m m Ï -
1 0 0
Ί 
a glycerofoefaat (Ы) 
Aa-glycerofoefaa t 
β 0 ^ ^ • ^ n N A D P H i b l ) 
^ в NADPH 
6 0 
40 
20 
L-malaat 
+ p y r u v a a t ibi ) 
L-malaat 
• pyruvaei t 
20 40 6 0 
r o t e n o n (m^xmol / m g e i w i t ) 
Fig. 3. De specifieke oxydatieve activiteit 
van initochondrien van C.utilis (toestand 3) 
met verschillende substraten in afhankelijk­
heid van de rotenonconcentratie. Substraat-
concentraties. L-malaat (2,5 mM) + pyru­
vaat (2,5 mM), α-glycerofosfaat (7,4 mM), 
NADPH (1,7 mM). Mitochondriale concen­
tratie 0, 9 - 1 mg eiwit/ml. Temperatuur en 
pH reactiemedium respectievelijk 210C en 
6,5. De curven, aangeduid met (bl), geven 
het verloop van de specifieke activiteit aan 
zonder rotenon, maar in aanwezigheid van 
dezelfde hoeveelheid methanol als werd 
toegevoegd bij de metingen met rotenon. 
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voor L-malaat + pyruvaat met die in fig. 1), dit in overeenstemming met de ge­
gevens van Ohnishi, Sottocasa en Erns ter (1966) en Sharp, Mackler, Douglas, 
P a l m e r en Felton (1967). 90 % remming treedt op bij 30 mu.mol/mg mitochon-
driaal eiwit (fig. 3); deze concentratie is meer dan het 1000-voudige van die, 
nodig voor een totale remming van de oxydatie van L-malaat + pyruvaat, of L-
glutamaat bij rattenlevermitochondrien (L. Erns ter , G. Dallner & G . F . Azzone, 
1963). 
De oxydaties van a-glycerofosfaat en NADPH worden relatief weinig door 
rotenon geremd (fig. 3) ten bewijze, dat electronen,afkomstig van deze substra­
ten,de rotenon-gevoelige plaats tussen FpD.. en FpD- (hoofdstuk 1, fig. 1) over­
slaan. De geringe remming, die werd waargenomen, is wellicht toe te schrijven 
aan een remming van de NAD-gekoppelde endogene respirat ie . Bij de oxydatie 
van NADPH is de geringe afname in de specifieke activiteit door rotenon prac-
tisch dezelfde als de afname in aanwezigheid van methanol alleen. Remming van 
oxydatie en fosforylering door alcoholen is door Thore & Baltscheffsky (1965) 
voor rattenlevermitochondrien beschreven, maar treedt daarbij pas op bij hoge­
re concentraties van de lagere homologen. De hoogste methanolconcentratie bij 
mijn metingen was 1,5 %. 
Afwezigheid van remming van de NADPH-oxyda tie door rotenon (fig. 3) en 
het feit, dat electronen, afkomstig van dit substraat,2 fosforyleringstrappen 
langs de ademhalingsketen passeren (hoofdstuk 3),plaatsen dit substraat in cate­
gorie 2 (hoofdstuk 1, par 1.1) naast andere flavoprote'ine-gekoppelde substraten 
als succinaat en a-glycerofosfaat. Voor de oxydatie van exogeen NADH doet zich 
dezelfde situatie voor (T. Ohnishi, G. Sottocasa & L. E r n s t e r , 1966). 
Het bovenstaande betekent tevens, dat de oxydatie van exogeen NADPH 
waarschijnlijk niet verloopt via een pyridinenucleotide transhydrogenase door 
electronenoverdracht op NAD. Het verdere electronentransport door de ademha­
lingsketen zou dan door rotenon geremd moeten worden, zoals de NADPH-cyto-
chroom с reductase van runderhart, waarvan een dergelijke transhydrogenase-
reactie deel uitmaakt, door amytal geremd wordt (B. Kaufman & N. O. Kaplan, 
1961), dat in hetzelfde gebied van de ademhalingsketen aangrijpt als rotenon. 
Oxydatie van exogeen NADPH via een pyridinenucleotide transhydrogenase zou 
de hypothese noodzakelijk maken van NAD, gelegen op een weg van electronen­
transport, dat de rotenon-gevoelige plaats zou overslaan. 
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2. REMMING DOOR AMYTAL 
In tegenstelling tot gegevens uit de li teratuur (T. Ohmshi, K. Kawaguchi 
& B. Hagihara, 1966) werd de oxydatie (toestand 3) van een aantal NAD-gekop-
pelde substraten door mitochondriën van S. carlsbergensis dooramytal m millimo-
la i re concentraties geremd (fig. 4). Uit deze figuur blijkt, datdeNAD-gekoppelde 
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Fig. 4 . Specifieke activiteit van mitochondriën van S. carls-
bergensis (toestand 3 en 4) met verschillende substraten 
in afhankelijkheid van de amytalconcentratie. Sub-
straatconcentraties en pH-reactiemedium: citraat (c i t r . , 
10mM)(pH = 6,7 - 6,9), aethanol (ae th . , 2,5 mM) 
(pH=6,8-7), NADPH (1,5 mM) (pH = 6, 6 - 6,8) , NADH 
(1,5 mM) (pH = 6,9 - 7,0), succinaat (succ. , 10 mM) 
(pH = 6,8 - 7,0), Of-glycerofosfaatiQ'-gf., 6 ,6 mM) 
(pH = 7, 0 - 7,2) . De metingen geschiedden op de wi j -
ze,aangegeven in fig. 5, (4) is de specifieke activiteit 
vóór de eerste toevoeging van ADP, (3) de specifieke 
activiteit na de eerste toevoeging van ADP, (3) in aan-
wezigheid van amytal is de waarde, gemeten op een 
punt, overeenkomstig met het eind van toestand 3 bij 
de blanco zonder amytal (hg . 5) De blancowaarden 
(0 mM amytal) zijn gemiddelden van de blanco's, die 
bij de beide amytalconcentraties liepen. Mitochondri-
ale concentratie 0, 7 - 1, 1 mg eiwiL'ml» 
Reactietemperatuur 21 0C. 
Substraten aethanol en ci traat het gevoeligst waren voor deze remming. De oxy-
datie van NADPH, succinaat en or-glycerofosfaat werd minder geremd. De oxy-
datie van exogeen NADH werd niet door amytal geremd, maar integendeel e e r -
der gestimuleerd (fig. 4). De ademhaling in toestand 4, dat is i . e . de ademha-
ling, voorafgaande aan de toevoeging van ADP, werd weinig (oxydatie van aetha-
nol) , of ni et (oxydatie van de andere geteste substraten behalve NADH) door amy-
tal beïnvloed. Met NADH vond bij hogere concentraties amytal een stimulering 
van de ademhaling plaats (fig. 4). 
Het ontbreken van remming in toestand 4 valt te verklaren door de aard 
van de remming, die langzaam toenam (fig. 5, А, В en С). Doordat toestand 4 
over een klein traject aan het begin van de curve werd gemeten, was daar nog 
geen inhibitie waar te nemen. Het is dus waarschijnlijk niet zo.dat remming 
slechts in aanwezigheid van ADP (toestand 3) tot stand komt. Bij succinaat (fig. 
5D) lijkt toevoeging van ADP wel invloed te hebben . Onmiddellijk treedt na toe­
voeging van ADP een sterke inhibitie op, welke evenwel na verloop van tijd ge­
deeltelijk wordt overwonnen. Dit verschijnsel doet denken aan de in hoofdstuk? 
beschreven remming van de succinaatoxydatie onder invloed van ADP, die zich 
normaliter pas bij hogere pH voordoet (hoofdstuk 3, fig. 8E). 
De in fig. 4 en fig. 5F gesignaleerde stimulering van de oxydatie van exo­
geen NADH door amytal is een uitzonderingsgeval. Deze stimulering komt waar­
schijnlijk tot stand door de ontkoppelende werking van amytal, zoals deze ook 
door Hemker (1963) is beschreven. Ter ondersteuning van dit argument zien we 
in fig. 5F1 en F2, dat, in tegenstelling tot de situatie bij de blanco's, bij geen 
van beide gebruikte concentraties amytal ademhalingsregulatie optreedt. Dat bij 
de andere oxydaties t. g. v. ontkoppeling geen stimulering van de ademhaling op­
treedt, kan komen docr het gelijktijdig optreden van remming. Aan de andere 
kant is het goed mogelijk dat de oxydatie van exogeen NADH meer ontkoppeld 
wordt dan de andere geteste oxydaties. Argumenten hiervoor zijn: 
a) de ademhaling in toestand 4 is voor exogeen NADH reeds bij afwezigheid van 
amytal het grootst (fig. 4), mogelijk ten gevolge van een ontkoppeling door OH" -
ionen (hoofdstuk 3, DISCUSSIE); 
b) bij a-glycerofosfaat treedt in aanwezigheid van 2,5 mM amytal nog ademha­
lingsregulatie op (fig. 5 E l ) , die zich bij de NADH-oxydatie (fig. 5 Fl) niet 
voordoet. Een mogelijke verklaring zal in de DISCUSSIE behandeld worden. Het 
is uit fig. 4 en 5F1 en F2 duidelijk, dat de oxydatie van exogeen NADH niet door 
amytal geremd wordt en waarschijnlijk langs een andere weg verloopt dan de 
oxydatie van endogeen NADH, zoals reeds in par . III. 1 bleek. 
119 
З.бгаі buffer 
+ 0,2 ml Mw 
-» 2,SinM aethanol 
3,0 ml buffer 
+ 0,2 ml Mw 
+ 10 mM « t r e a t 
3,6 ml buffer 
+ 0,2 ml M w 
+ 1,5 mMNADPH 
З.бтпі buffer 
+ 0,2 ml Mw 
+ 10 mM euccmaat 
• amytal 
+ amy tal ^^Ъ^. 44 Hf 
3,вт1 buffer 
•0.2 ml M w 
+ 6,6 m M 
a glycerofoefaat 
3.0 ml buffer 
* 0,2 ml Mw 
+ 6,6 mM 
a glycerofoefaat 
3,8 ml buffer 3,0 ml buffer 
+ 0 , 2 m l M w + 0 , 2 m l M w 
+ 1.5mMNADH + 1,5 mM NADH 
120 
Uit het werk van Hemker (1962, 1963) is sterk de mogelijkheid naar voren 
gekomen, dat het koppelingsmechanisme van de fosforylering aan de ademhaling 
op plaats 1 (hoofdstuk 1, fig. 1) specifiek door amy tal geremd wordt. Deze kop-
peling treedt waarschijnlijk niet op bij de mitochondriën van S.car lsbergensis , 
zoals blijkt uit de suboptimale P/O-verhoudingen, verkregen voor de oxydatie 
van NAD-gekoppelde substraten (hoofdstuk 3, par . Ш. 2 . b . ) . Ondanks dit feit 
remt amytal de oxydatie van verschillende substraten door mitochondriën van 
deze gistsoort . In mitochondriën van C.utilis en rattenlever is genoemde kop-
peling zeker wel aanwezig. Daarom werd het type remming van amytal op de 
oxydatie (toestand 3) van een aantal substraten door mitochondriën van S .ca r l s -
bergensis bepaald en vergeleken met het mechanisme bij mitochondriën van C. 
utilis en rattenlever. Uit fig. 6,7 en 8 blijkt zonder meer , dat het remmings-
mechanisme voor de verschillende mitochondriën niet gelijk i s . Amytal remt 
de oxydatie van verschillende substraten door mitochondriën van S.carlsbergen-
sis op een competitieve manier (fig. 6A-C). De oxydatie van NAD-gekoppelde 
substraten door mitochondriën van C.utilis en rattenlever wordt noncompetitief 
geremd (fig. 7 en 8). Indien amytal in mitochondriën van C.util is en rattenle-
ver inderdaad remt door interactie met het koppelingsmechanisme (zie DISCUS-
SIE) dan uit zich deze op een noncompetitieve manier (fig. 7 en 8). Omdat het 
type remming bij mitochondriën van S.carlsbergensis daarvan verschilt , is dit 
een argument, dat in deze mitochondriën een component van het koppelingsme-
chanisme op plaats 1 ontbreekt. 
De gevoeligheid van S. carlsbergensismitochondriën voor amytal is bij de 
oxydatie van NAD- en flavoprote'ine-gekoppelde substraten verschillend (fig. 6). 
Fig. 5. Verloop van de specifieke activiteit van mitochondriën van S.carlsbergensis (Mw) in aanwe-
zigheid van amytal (+ amytal) en bij afwezigheid van amytal (- amytal). De verschillende 
substraten en hun concentraties zijn in de figuur aangegeven. Amytal werd vóór het substraat 
aan de mitochondrién in het rcactiemedium toegevoegd. De pH van de buffer (rcactiemedium) 
was 6,5 in alle experimenten, waarbij amytal werd toegevoegd, behalve bij het experiment 
met NADPH (pH — 6,0) . Toevoeging van amytal verschoof de pH in alkalische richting. Bij de 
blanco-experimenten werd de pH van het reactiemedium met NaOH bijgesteld op de waarden, 
verkregen in aanwezigheid van amytal: A (pH = 6, 95), В (pH = 6, 85'), С (pH = 6,65), D (pH 
= 7,0), El (pH = 6,8), E2 (pH = 7,0), Fl (pH = 6,75, F2 (pH = 6,95). EDTA werd uit het 
reactiemedium weggelaten in verband met eventuele bestudering van de invloed van Ca op 
de remming (A.M. Pumphrey G E.R. Redfearn, 1963). De amytalconcentratie was 5 mM (ten­
zij anders aangegeven, El en Fl ), ADP, 0, 38 mM (eerste toevoeging) en 0, 19 mM (tweede 
toevoeging), de mitochondriale concentratie 0, 7 - 1,1 mg eiwit/ml. De onbenoemde getallen 
naast de curven zijn specifieke activiteiten (m μπιοί O /mg eiwit χ min). 
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Fig. 6. Lineweaver-Burkdiagram van de oxydatie van aethanol, citraat en O-glycero-
fosfaat (toestand 3) door mitochondrien van S.carlsbergensis in aanwezigheid 
van amytal (+amytal) en bij afwezigheid van amytal (-amytal). Amytal (2, 2 
mM) werd v<J<ír de mitochondrien in het reactiemedium (pH 6, 5, zonder EDTA) 
gebracht, de blanco's werden met natronloog ingesteld op de pH-waarde in 
aanwezigheid van amytal (6 ,8) . De oxydatiereactie werd gestart door gelijktij-
dige toevoeging van substraat en ADP (О, 16 - О, 34 mM), mitochondriale concen­
tratie 0,8 - 1, 1 mg eiwit/ml, reactietemperatuur 21 0 C. De К -waarden voor 
substraat en de К -waarden voor amytal staan in de figuur weergegeven. 
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Fig. 7. Lineweaver-Burkdiagram van de oxydatie van ß-OH-butyraat (toestand 3) 
door rattenlevermitochondnen in aanwezigheid van amytal (-tamytal) en bij 
afwezigheid van amytal (-amytal). De isolering van de mitochondrien en de 
pH en samenstelling van het reactiemedium zijn in tabel I van hoofdstuk 2 
weergegeven. Het reactiemedium bevatte i . e . geen rundersemmalbumine 
en geen EDTA. Amytal (0, 22 mM) werd vóór de mitochondrien in het reac-
tie medium gebracht, er was geen noemenswaardige invloed van deze con-
centratie amytal op de pH van het reactiemedium waarneembaar. De oxy-
datiereactie werd gestart door gelijktijdige toevoeging van substraat en ADP 
(0,21 mM, rechten + ADP) of substraat en dinttrofenol (36 a M, rechten + 
DNP), mitochondriale concentratie 1,6 mg eiwit/ml, reactietemperatuur 
21°C. De К -waarde voor substraat. De К -waarde voor amytal in aanwe-
m ' ι 
zigheid van ADP (+ADP), of dinitrofenol ( + DNP), alsmede de К van dini-
trofenol zijn in de figuur weergegeven. 
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Fig. 8. Lineweaver-Burkdiagram van de oxydatie van aethanol (toestand 3) door mi­
tochondriën van C.utilis in aanwezigheid van amytal (+ amytal) en bij afwe-
zigheid van amytal (-amytal). Amytal (1 ,1 mM, Δ Δ , of 2,2 mM, 
А 4 en à ) werd v<5<5r de mitochondriën in het reactiemedium 
(pH = 6,5, zonder EDTA) gebracht, de blanco's werden met natronloog in-
gesteld op de pH-waarde in aanwezigheid van amytal (6, 7 - 6 , 8). 
De blanco's worden respectievelijk weergegeven door O O , · 9 
en · · . De experimenten met open, half gesloten en gesloten symbo-
len werden met verschillende mitochondriale preparaten uitgevoerd. De oxy-
datiereactie werd gestart door gelijktijdige toevoeging van substraat en ADP 
(0,32 - 0,35 mM, rechten + ADP), of substraat en dinitroienol (35 IL M, rech-
ten + DNP), mitochondriale concentratie 0 ,8 - 1,1 mg eiwit/ml, reactietem-
pera tuur 210C. De Km-waarde voor substraat, de К -waarde voor amytal in 
aanwezigheid van ADP (+ ADP), of dinitroienol (+ DNP) staan in de figuur 
weergegeven. 
Amytal vertoont t. a. v. de oxydatie van aethanol en citraat overeenkomstige en-
_3 
zym-inhibitorconstanten (K. = (1-1,2) χ 10 M, fig. 6A en В), de enzym-inhibi-
torconstante voor de oxydatie van a-glycerofosfaat is het dr ie- tot viervoudige 
_3 
daarvan (К. = 4 χ 10 M, fig. 6C). De К.-waarden voor de oxydatie van aetha­
nol zijn bij mitochondriën van S.carlsbergensis en C.uti l is ondanks verschil in 
- 3 -3 
type remming van vergelijkbare grootte (10 M tegen (1,1-2) χ 10 M, fig. 6A 
en fig. 8). Mitochondriën van rattenlever zijn wat betreft de oxydatie van het 
NAD-gekoppelde substraat ß-OH-butyraat 4 tot 8 maal zo gevoelig voor amytal 
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(К. =2,5 χ 10 M, fig. 7). 
Tenslotte is nog de invloed van de ontkoppelaar 2,4-dinitrofenol op de rem­
ming door amytal getest (fig. 7 en 8). 
Het was bekend, dat ontkoppelaars de door amytal geremde ademhaling gedeel­
telijk of zelfs grotendeels konden herstellen (B. Chance, G. Hollunger & В. Ha-
gihara, 1962; Chance & Hollunger, 1963). Dit zou tot een verhoging van de К. 
voor amytal moeten leiden en daarvan was bij rattenlevermitochondriën inder-
daad sprake. De K. voor amytal werd door 17,4 - 36,3 μΜ 2,4-dinitrofenol van 
-4 l -4 
2,5 χ 10 M tot (3,2 - 5,5) χ 10 M verhoogd (fig. 7). Bij С utilismitochondri-
en trad geen waarneembare verandering op van de K. in aanwezigheid van 35,4 
μΜ dinitrofenol (fig. 8). 
Bij rattenlevermitochondriën trad een competitieve remming op van de 
g-OH-butyraatoxydatie door dinitrofenol met een zeer lage K.-waarde voor di-
-6 ^ 
nitrofenol ( (3,3 - 6,1) χ 10~ M, fig. 7). Een soortgelijke inhibitie is door Wil­
son & Merz (1967) voor de succinaatoxydatie beschreven en deze kon door van 
Dam (1967) geïnterpreteerd worden als een remming door de anionische ontkop-
pelaar van de substraatopname. Bij mitochondriën van C.uti l is was deze inhibi-
tie niet waarneembaar. De ontkoppelaar beïnvloedde de К niet in de gebruikte 
concentratie (fig. 8). Mogelijk zijn deze mitochondriën minder gevoelig, zowel 
voor ontkoppeling (geen verhoging van de K. voor amytal) als remming door 2 ,4 -
dinitrofenol (geen be'invloeding van de К ) . Het verschil in resultaten kan ook 
aan het substraat te wijten zijn (p-OH-butyraat bij rattenlevermitochondriën, 
aethanol bij C.utilismitochondriën) en aan een daarmee gelieerd verschillend 
transportsysteem met een verschillende gevoeligheid voor remming door de 
ontkoppelaar. 
De in fig. 6 en 8 genoemde К -waarden zijn reeds in hoofdstuk 3, par . III. 
2.c2 ter sprake gekomen. 
3. REMMING DOOR ANTIMYCINE А 
De oxydatie van de substraten succinaat, a-glycerofosfaat, L-malaat + py­
ruvaat, NADH en NADPH door mitochondriën van S. carlsbergensis werd doorS 
μg antimycine A/mg mitochondriaal eiwit voor 93-99% geremd (fig. 9B-F), ter­
wijl de oxydatie van L-lactaat door eenzelfde concentratie antimycine maar ten 
dele (41-58%) werd geremd. Deze remming wordt niet versterkt door een twee­
de toevoeging van antimycine A (fig. 9A). Toevoeging van L-lactaat aan het re­
actiemengsel van L-malaat + pyruvaat (fig. 9D), waarin de oxydatie geremd was 
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З.вт] buffer З.вт] buffer 3,8 ml buffei-
pH.6,5 pH.6.5 pH,6,S 
Fig. 9. De oxydatie van diverse substraten door mitochondriën van S.carlsbergensis en de remming 
daarvan door antimycine Α. Het oxydatieverloop bij de blanco en na remming door antimy­
cine A is respectievelijk met -AA en +AA aangegeven. ADP staat voor 0, 38 mM ADP, AA 
voor toevoeging van 3, 2 ^ g (A-D), of 2, 6 ^g antimycine A per mg eiwit (E en F); de m i ­
tochondriale concentratie is 0,6 mg eiwit/ml (A-D), of 1,0 mg eiwit/ml (E en F). De on­
benoemde getallen naast de curven zijn specifieke activiteiten (m μπιοί O /mg eiwit χ 
min). 
door antimycine A, bracht een gedeeltelijk herste l van de ademhalingssnelheid 
teweeg. Dit duidt erop, dat althans een deel van de electronen, afkomstig van 
L-lactaat,wordt overgedragen op een plaats in de ademhalingsketen.gelegen ach­
ter de antimycine A-gevoelige plaats (hoofdstuk 1, fig. 1). De standaard redox-
potentiaal van de cytochroomgroep van gist-L-lactaatdehydrogenase is 0-0, 034 V 
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(temperatuur 30° - 5,5 С, Α. Baudras, 1965). Derhalve bestaat de mogelijk­
heid dat de dehydrogenase een deel van zijn electronen vóór de antimycine A-
gevoelige plaats op de ademhahngsketen over zou dragen en een gedeelte e r -
achter. De standaard redoxpotentialen van cytochroom b, c . en с zijn respec­
tievelijk 0,077 V (pH 7, 25 0 C, F.A. Holton & J . Colpa-Boons tra, 1960) 0,220 
V (pH 7, 30 o C, D . E . Green, J . Järnefelt & H.D. Tisdale, 1960) en 0,254 -
0,262 V (pH 1 , 8 - 7,8, 20-30oC, D. Keilin, 1966). Overdracht van electronen 
door de haemgroep van L-lactaatdehydrogenase op cytochroom b is dus m prin-
cipe mogelijk en zou de gedeeltelijke remming door antimycine A kunnen ver-
klaren. 
З.вші buffer 
pH.6,5 
CtfmlMw 
3,0 ml buffer 
ρΗ:6,β 
3,6ml buffer 
pH.6 5 
0,27nlMw 
1 2,5mMareeniet 
11 
Fig. 10. Het ontbreken van een remmende werking van antimycine A (AA) op het zuurstofverbruik met 
L-lactaat als substraat na pre incubati e van de mitochondrien (Mw, S.carlsbergensis) met ar-
semet (A2J of arsemet plus m aionaat (B2),vergeleken met de remmende werking op de gepre-
incubeerde blanco zonder arsemet en malonaat (Al). Toevoeging van 2,5 mM arsemet (A2, 
BI, B2) verhoogde de pH tot 6, 8, zodat de blanco-prefhcubatie bij pH 6 t S werd uitgevoerd, 
andere toevoegingen beïnvloedden de pH met. Arsemet en malonaat werden respectievelijk 
0,75 en 2 min na Mw toegevoegd, L-lactaat 10 min na Mw. 
Mitochondriale concentratie 0, 8 mg eiwit/ml. Experiment A en В werd met verschillende 
mitochondriale preparaten uitgevoerd. 
ADP staat voor 0, 28 mM ADP# AA voor 3-5,2 H-g antimycine A/mg eiwit. 
De onbenoemde getallen naast de curven zijn specifieke activiteiten (mil mol O /mg eiwit 
χ min). 
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Om dit nader te onderzoeken moet de antimycine A-gevoelige oxydatie van 
pyruvaat, dat door oxydatie van L-lactaat ontstaat, worden uitgeschakeld. Dit 
is mogelijk door de remming van pyruvaatdehydrogenase met arseniet (R. A. 
P e t e r s , 1949). Preïcubatie van de mi tochondriën met arseni et veroorzaakte enerzijds 
een vermindering van de specifieke oxydatieve activiteit met L-lactaat (toe-
stand 3) van 49 tot 23 ιημπιοί O./mg eiwit χ min (fig. 10A1 en A2), maar hief 
tevens de remming door antimycine A op (fig. 10A2). Zonder préincubatie met 
arseniet werd de oxydatie van L-lactaat door antimycine A 41% geremd (fig. 
10 Al) . 
Soms was, zelfs na preïncubatie van de mitochondriën met arseniet , nog een 
geringe remming door antimycine A waarneembaar (fig. 10B1). Deze was op te 
heffen door naast arseniet nog malonaat toe te voegen (fig. 10B2), dat een goe-
de remstof is van de endogene respiratie (M. Klingenberg & P . Schollmeyer, 
1960). Het effect van malonaat alleen werd niet getest. 
Uit het bovenstaande valt te concluderen, dat L-lactaatdehydrogenase 
slechts achter de antimycine A-gevoelige plaats electronen op de ademhalings-
keten overdraagt, zoals ook voor D-lactaatdehydrogenase van gist gevonden is 
(B.R. Roy, 1964). De gedeeltelijke remming van de oxydatie door antimycine A 
moet worden toegeschreven aan het wegvallen van de bijdrage van de oxydatie 
van pyhivaat, dat uit lactaat ontstaat, alsmede aan het uitschakelen van de oxy-
datie van endogeen substraat . Spectroscopische waarnemingen wezen cytochroom 
c. + с als de electronenacceptoren van cytochroom b„ aan (T. Ohnishi, K. Ka-
waguchi & B. Hagihara, 1966). 
De oxydatie van L-lactaat in aanwezigheid van antimycine A ging gepaard met 
fosforylering (plaats 3, hoofdstuk 1, fig.· 1). Vanwege de lage ademhalingsregu-
latieverhoudingen in aanwezigheid van antimycine A (ca. 1,2) was langs polaro-
grafische weg geen nauwkeurige bepaling van de P/O voor de zuivere L-lactaat-
oxydatie mogelijk. Via de glucose-hexokinasemethode, gecombineerd met de 
Warburgmethodiek, is een P/O-verhouding van 0,91 voor de L-lactaatoxydatie 
in aanwezigheid van antimycine A bepaald (T. Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagi­
hara, 1966). Een bijdrage aan de fosforylering door de electronenoverdracht van 
cytochroom b 2 naar de ademhalingsketen, zoals gesuggereerd door Gregolin 
en Scalella (1964), is daarbij niet uitgesloten. Het verschil in standaard r e -
doxpotentiaal tussen cytochroom b„ en с (ca. 0,26 Volt) is daarvoor groot ge­
noeg. 
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4. EFFECTEN VAN ANDERE REMSTOFFEN 
In deze paragraaf zal het effect van de remstoffen Na„S, oligomycine en 
dicumarol behandeld worden. De invloed van Na.S (1 mM) op de oxydatie van 
o-glycerofosfaat, succinaat en NADH door mitochondrion van S. carlsbergensis 
werd nagegaan. 
De ademhaling in toestand 3 werd door deze remstof in de genoemde concentra-
tie 96-97% geremd. Mitochondriën van S. carlsbergensis vertonen daarmee een-
zelfde gevoeligheid voor sulfide als het Keilin & Hartree hartspierpreparaat 
(E.C. Slater, 1950). 
Oligomycine was geen effectieve inhibitor van het energie-gekoppeld elec-
tronentransport. Een eers te toevoeging van 20 pg oligomycine/mg mitochondri-
aal eiwit gaf geen remming van de ademhaling (fig. 11). Na een tweede toevoe-
4.3 ml buf far 
p H . 6.8 
0 . 2 m l M w 
Fig. 11 . 
ад· о 
De remmende werking van oligo­
mycine op de oxydatie van citraat 
door mitochondriën van S.carls-
bergensu (Mw, 1, 1 mg e iwi t /ml) . 
De onbenoemde getallen naast de 
curven zijn specifieke oxydatieve 
activiteiten ( ιημπιοί O /mg e i ­
wit χ min). 
ging van oligomycine tot de dubbele concentratie was de remming nog onvolle­
dig, getuige een verdere remming van de ademhaling bij een derde toevoeging 
van oligomycine (fig. 11). De geteste aanvangssnelheden (toestand 3) met ci­
traat als substraat in aanwezigheid van 40 μg oligomycine/mg mitochondriaal 
eiwit lagen juist onder de in fig. 11 getoonde 55 πΐμίηοΐ OJmg eiwit χ min. 
Daardoor was bepaling van het type remming (competitief of noncompetitief) in 
dit geval niet mogelijk. Genoemde 40 ^g/mg mitochondriaal eiwit is meer dan 
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het 200-voudige van de concentratie, die nodig is om volledige remming van de 
ademhaling tot het toestand 4-niveau in rattenlevermitochondriën te krijgen 
(H.A. Lardy, J .R . Conelly & D. Johnson, 1Э64). 
Tenslotte is nog het effect van dicumarol op de oxydatie van NADH en 
NADPH getest bij pH = 6,0. Toevoeging van dicumarol (7,5 μ,Μ uiteindelijk) aan 
mitochondriën van S. carlsbergensis in toestand 3 had geen enkel effect op de 
ademhalingssnelheid. Daardoor is het onwaarschijnlijk dat de volgende enzymen 
bij de oxydatie van NADH en NADPH betrokken zijn: DT-diaforase (5 μΜ dicuma­
rol gaf een practisch volledige remming van de via vit. K_ geleide oxydatie van 
exogeen NADH en NADPH, Т . Е . Conover & L. Erns ter , 1963), vitamine K-re-
- 8 ductase (50% remming door 2 χ 10 M dicumarol, F. Märki & С. Martius, 1960) 
-8 
en enkele andere chinonreduetasen (runderhersenen, 50% inhibitie door 3 χ 10 M 
dicumarol, A. Giuditta & Η. J . Strecker, 1960; hondenlever, 38% inhibitie bij 
10" 6M en 84% bij 10"oM dicumarol, W.D. Wosilait, 1960). Mogelijk worden de 
oxydaties door hogere concentraties dicumarol dan de door mij gebruikte wel ge­
remd, zoals ook voor een chinonreductase uit spinaziebladeren is aangetoond 
-5 -4 
(20% remming door 3, 3 χ 10 M en 44% remming door 10 M dicumarol, F . Kief-
fer, 1961). 
IV DISCUSSIE 
1. OXYDATIE VAN NADH EN NADPH 
Door bestudering van de effecten van remstoffen is gebleken, dat exogeen 
NADH door intacte gistmitochondriën langs een andere weg geoxydeerd wordt 
dan endogeen, via NAD-gekoppelde substraten gevormd NADH. De oxydatie van 
NAD-gekoppelde substraten werd door 5 mM amytal in sterke mate geremd, die 
van extramitochondriaal toegevoegd NADH niet. De oxydatie van exogeen NADH 
door rotenon-gevoeligemitochondriën van С. utilis werd relatief weinig (10%) door 
rotenon (ca. 35 n^mol/mg eiwit) geremd, terwijl de oxydatie van pyruvaat+ma-
laat voor 80%, geremd werd (T. Ohnishi, G. Sottocasa & L. E r n s t e r , 1966). De­
zelfde auteurs verkregen een P/O voor de oxydatie van exogeen NADH van 1,6 -
1,9 en voor de oxydatie van pyruvaat + malaat van 2,2 - 2,7. Hieruit valt te 
concluderen, dat bij de oxydatie van exogeen NADH het traject van de ademha­
lingsketen tussen FpD. en FpD (hoofdstuk 1, fig. 1) wordt overgeslagen. 
Coenzym Q is de directe electronenacceptor van deze NADH-dehydrogenase ge­
bleken (P.A. Light, C.I . Ragan & Р. В. Garland, 1967; T. Ohnishi, A. Kroger, 
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H.W. Heldt, Ε. Ρ faff & M. Klingenberg, 1967). 
Eenzelfde situatie doet zich waarschijnlijk voor bij exogeen NADPH, waarvan 
de oxydatie in aanwezigheid van rotenon (20 n^mol/mg eiwit) weinig geremd 
werd (fig. 3, mitochondriën van C.util is). Na correctie voor de blanco's werd 
een remmingspercentage van 4% gevonden voor de oxydatie van exogeen NADPH, 
van 8% voor de a- glycerofosfaatoxydatie en 72% voor de oxydatie van L-malaat 
+ pyruvaat. De oxydatie van NADPH behoort daarmee tot de groep van flavopro-
teïne-gekoppelde oxydaties, die verlopen zoals geschetst voor succinaat (hoofd-
stuk 1, fig. 1) en fosforyleringsplaats 2 en 3 passeren (hoofdstuk 3, par. III. 
2.b). Een verschil tussen de oxydaties van exogeen NADH en NADPH is het sterk 
verschillend pH-optimum voor de dehydrogenasen, pH ongeveer 8 voor de oxydatie 
van NADH en 6-6,5 voor de oxydatie van NADPH, en mogelijk eveneens de ge-
voeligheid voor amytal. De NADH-oxydatie werd door 5 mM amytal niet geremd, 
de oxydatie van NADPH wel (fig. 4). Bij submitochondriale deeltjes wordt exo-
geen NADH niet volgens bovenstaande weg geoxydeerd. De oxydatie van exogeen 
NADH door submitochondriale deeltjes van C.util is werd 90% geremd door 2 mM 
Seconal en 757o door 2 μΜ rotenon (C.W. Sharp, B. Mackler, H . C . Douglas, G. 
Palmer & S . P . Feiton, 1967). Bij intacte gistmitochondriën is de oxydatie van 
exogeen NADH ongevoelig voor rotenon. 
2. ROTENONREMMING EN DE EERSTE FOSFORYLERINGSPLAATS 
Verschillende van de hier geteste remstoffen zijn gebruikt om uit het al of 
niet optreden van remming van het electronentransport een indicatie te krijgen 
over het al of niet optreden van bepaalde fosforyleringstrappen. Verschillende 
malen is de ongevoeligheid van Saccharomycesmitochondriën voor rotenon (fig. 
1) beschouwd als indicatie voor het ontbreken van de eers te fosforyleringstrap 
in deze mitochondriën (T. Ohnishi, G. Sottocasa & L. Erns te r , 1966; В. Chance, 
L. E r n s t e r , P . B . Garland , C . - P . Lee, P.A. Light, T. Ohnishi, C.I . Ragan & 
D. Wong, 1967). 
Deze gedachte was gebaseerd op resultaten van Schatz en Racker (1966) met be­
trekking tot een specifieke test op de eerste fosforyleringstrap. Het electronen­
transport van toegevoegd NADH naar coenzym Q. (0,12 - 0,15 mM) door met KCN 
geremde electronentransportdeeltjes van runderhart werd door rotenon (10 - 18 
n ^ m o l / m g eiwit) en amytal (1 mM), maar niet door antimycine A (16 μg/mg ei-
32 
wit) geremd en ging gepaard met oxydatieve fosforylering (glucose-6- P/NADH 
= 0,54 - 0,98). 
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Bij hogere concentraties coenzym Q1 nam de fosforyleringsefficlëntie lineair 
met de concentratie coenzym Q af. Deze afname was percentueel dezelfde als 
de afname van de remming door rotenon van de coenzym Q..-reductie. Verliep 
bij lage concentraties coenzym Q1 het electronentransport via FpD.. en FpD, 
(hoofdstuk 1, fig. 1), bij hogere concentraties coenzym Q1 werd het electronen-
transport in toenemende mate via FpD. afgetakt. Rotenon-gevoeligheid en fos-
forylerend electronentransport waren hier dus gecorreleerd. Generalisering 
van deze stelling is alleen dan toegestaan, wanneer de verbinding, waarmee ro -
tenon reageer t , deel uitmaakt van het koppelingsproces. Hierop zullen we nu na-
der ingaan. 
Remming van het energie-gekoppelde electronentransport 
С . + I + В ^ ^ С ~ I + В , (1) 
red red 
(hoofdstuk 1, par . 1.2) houdt in, dat de effectieve concentratie van С ,, I of 
B, of een combinatie van deze drie o. i. v. de remstof vermindert. Bovendien 
was gebleken dat inhibitie van ontkoppeld electronentransport door rotenon even 
effectief was als van gekoppeld electronentransport (L. E r n s t e r , G. Daliner & 
G.F. Azzone, 1963). Bij ontkoppeld electronentransport wordt reactie (1) ge­
volgd door 
С ~ i 2 , 4 - d i n i t r o f e n o l j C + I ( 1 % 
Rotenonremming zou dus in reactie (1) of (l1) moeten plaats vinden. Verminde­
ring van I of С ~ I kunnen we uitsluiten. Daarbij zou tevens de door dinitrofenol 
gestimuleerde ATPase of de P.-ATP-uitwisseling geremd worden (hoofdstuk 1, 
fig. 1). Geen van beide reacties in rattenlevermitochondriën werd evenwel door 
rotenon geremd in concentraties, die een veelvoud waren van die, nodig om de 
oxydatie van pyruvaat + L-malaat of L-glutamaat volledig stil te leggen (L. 
E r n s t e r , G. Dallner & G . F . Azzone, 1963). Blijft dus over een vermindering 
van de concentratie С , of В. Het leggen van een verband tussen het ontbreken 
van rotenon-gevoeligheid en een ontbreken van de eers te fosforyleringstrap zou 
dan het volgende kunnen betekenen: 
a) С ontbreekt of komt voor in een gemodificeerde vorm, die als С , niet met 
I, of rotenon, maar wel met В kan reageren, 
b) В ontbreekt of komt voor in een gemodificeerde vorm, die niet met С , + I, 
of rotenon, maar alleen met С , kan reageren. 
In geen van beide gevallen wordt de rotenon-ongevoelige oxydatie aan de fosfory-
lering van ADP tot ATP gekoppeld. 
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Sulfhydrylgroepen en non-haem ijzer zijn als verantwoordelijke groepen 
voor de rotenon-gevoeligheid en het koppelingsmechanisme op plaats 1 aange-
wezen (G. Schatz, E. Racker, D.D. Tyler, J . Gonze &. R.W. Estabrook, 1966; 
T. Ohnishi, 1968). Deze gedachte was gebaseerd op het feit, dat in fosforyle-
rende submitochondriale deeltjes van S. cerevisiae, die niet voor rotenon gevoe-
lig waren en in de NADH-fumaraattest (D.R. Sanadi & A. L. Fluharty, 1963; 
D.W. Haas, 1964) geen fosforylering vertoonden, de flavoproteïnereductie o . i . v . 
NADH niet door mersalyl geremd werd. Wel trad remming op tussen navopro-
teïne en cytochroom b. Het ontbreken van genoemde fosforylering duidde op het 
ontbreken van de eers te fosforyleringstrap, het ontbreken van de mersa ly l rem-
ming van de flavoproteïnereductie op het ontbreken van een functionele SH-groep 
aan de substraatzijde van de dehydrogenase (fig. 1, hoofdstuk 1). Voorts indu-
ceerde NADH een electronenspinresonantiesignaal, g = 1,94, indicatief voor 
non-haem ijzer en identiek in amplitude met het door succinaat geïnduceerde 
signaal. Mersalyl deed het signaal teniet ondanks het feit, dat de reductie van 
het flavoproteïne niet door mersalyl gestoord was. Dit duidde op het ontbreken 
van een functionele non-haem ijzergroep in het NADH-dehydrogenasegebied 
(fig. 1, hoofdstuk 1). Deze zelfde eigenschappen waren door Duncan en Mackler 
(1966) voor het gezuiverde enzym uit bakkersgist gevonden. De reductie van het 
flavoproteïne door NADH werd niet door p-Cl-mercurisulfonaat geremd, maar 
wel de afgifte van electronen naar de acceptor en het enzym bevatte geen functi-
oneel non-haem ijzer. Submitochondriale deeltjes van C.uti l is , die de eers te 
fosforyleringstrap bezitten en geremd worden door rotenon, gaven onder invloed 
van NADH een driemaal zo groot ESR-signaal (g = 1,94) als succinaat, terwijl 
de NADH-K.Fe(CN)fi reductaseactiviteit door mersalyl geremd werd (T. Ohni-
shi, 1968). 
Non-haem ijzer is mogelijk noch een component van het fosforyleringsme-
chanisme, noch een component, waarmee de rotenon reageer t . Wat het eers te 
betreft: ijzerdeficiëntie reduceerde het door NADH geïnduceerde non-haem i j -
zersignaal in fosforylerende membraanfracties van Micrococcus denitrificans 
van 100 tot 15 % zonder enige invloed op de oxydatieve activiteit en de fosfory-
* 
leringseffici'éntie (K. Imai, A. Asano & R. Sato, 1958) . 
Bij het ter perse gaan van dit hoofdstuk verscheen een artikel van Light, Ragan, Clegg en Garland 
(1968), waarin een reversibel verlies van de eerste fosforyleringstrap en rotenon- en piericidine A-ge -
voeligheid werd aangetoond voor mitochondrientge'ísoleerd uit C. utiliStOnder invloed van ijzerdefici-
entie (0, 7 μ g atoom Fe/ 1) in het cultuuimedium. Toename van het ijzergehalte tot 1,7 U% atoom /1 
herstelde gedeeltelijk de piericidine A-gevoeligheid van de mitochondriën. Bovengenoemde resulta-
ten zijn in strijd met die van Imai, Asano en Sato (1968), verkregen voor ijzerdeficiënte membraan-
fracties van M.denitrificans. Het cultuurmedium van laatsgenoemde auteurs bevatte minder dan 50 μg 
Fe/I ( < 0,9 μ 8 atoom/!). 
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Wat het tweede betreft: rotenon had geen invloed op het non-haem ijzersignaal 
van de NADH-dehydrogenase in electronentransportdeeltjes van runderhart en 
verminderde de amplitude slechts met dat deel, dat geassocieerd was met het 
succinaatdehydrogenase-navoproteïne (G. Pa lmer , D.J . Horgan, H. Tisdale, 
T .P .Singer & H. Beinert, 1968). Binding van rotenon met sulfhydrylgroepen is 
evenmin waarschijnlijk (J. Burgos & E .R. Redfearn, 1965). Deelname van sulf-
hydryl- en dithiolgroepen aan het koppelingsmechanisme van de oxydatieve fos-
forylering is herhaaldelijk voorgesteld (A. Fluharty & D.R. Sanadi, 1960; 
D. Gautheron, C. Godinot & H.Pialoux, 1967), vgl. fig. 2, hoofdstuk 1. De 
ontbrekende sulfhydrylgroepen, waar het bij de Saccharomycesgisten om gaat, 
zijn de groepen, die normaliter aan de substraatzijde van de dehydrogenase zijn 
gelocaliseerd, reactie van С , met I + В treedt aan de acceptorzijde op (hoofd­
stuk 1, fig. 1). 
3. REMMING DOOR AMYTAL EN HET MECHANISME DAARVAN 
Andere auteurs (T. Ohnishi, K. Kawaguchi & B. Hagihara, 1966; 
B. Mackler, P . J . Collipp, H.M. Duncan, N.A. Rao & F . M . Huennekens, 1962) 
vinden geen remming door amytal of Seconal van de oxydatie van NAD-gekoppel-
de substraten of NADH door respectievelijk mitochondriën en submitochondria-
le deeltjes uit Saccharomycesgisten. Dit zou wellicht verklaard kunnen worden 
door de competitiviteit van de remming en een verschil in structurele integriteit 
tussen mitochondriën en submitochondriale deeltjes. Structurele beschadiging 
van rattenlevermitochondriën hief de remming van de succinaatoxydatie door ho-
ge amytalconcentraties ( 4 - 5 mM) op (A.M. Pumphrey & E .R. Redfearn, 1962, 
1963). Dit zou kunnen duiden op een remmende werking van amytal op een mem-
braantransportfuntie (K. van Dam & E . C . Slater, 1967). Structurele verande-
ringen in het membraan zouden deze transportfunctie overbodig kunnen maken 
(A.M. Pumphrey & E .R. Redfearn, 1962). 
Aan de andere kant werd de succinaatoxydatie door submitochondriale deeltjes 
van gist (C.utilis) wel door 4 mM seconal geremd (C.W. Sharp et a l . , 1967) op 
een analoge wijze als amytal de oxydatie van een aantal andere substraten (aetha-
nol, ci traat en NADPH) door S. carlsbergensismitochondriën remde (fig. 5). De 
remming trad bij Sharp et al. niet onmiddellijk in, maar nam in 2-3 min naar 
zijn eindwaarde toe. Een verklaring voor deze geleidelijke toename is momen-
teel niet te geven. Ook in mijn geval nam de remming geleidelijk toe, maar de-
ze toename zou te verklaren zijn door een geleidelijke opname van de remstof. 
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De remming van een groot aantal dehydrogenasen door amytal en fenobar-
bital is door Giuditta Ь Strecker (1962) en Giuditta & Casóla (1965) onderzocht. 
In alle onderzochte gevallen was de remming competitief zoals ook het voor mi-
tochondriën van S.carlsbergensis gevonden remmingstype (fig. 6). De door ons 
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gevonden K.-waarden ( ( l -4)xl0 M, fig. 6) komen overeen met K.-waarden van 
barbituraten voor navoproteïne-gekoppelde dehydrogenasen en niet met die voor 
NAD-gekoppelde dehydrogenasen. Laatstgenoemde K.-waarden zijn een factor 
10 groter (A. Giuditta & L. Casóla, 1965). Hoe de feitelijke remming door amy-
tal in S. carlsbergensismitochondriën plaats vindt, hetzij door inhibitie van sub-
straat t ransport , hetzij door inhibitie van dehydrogenasen (waarschijnlijk flavo-
proteïnen), zal door spectrofotometrische bepaling van de ademhalingsketen-
componenten en analyse van intramitochondriaal substraat nader kunnen worden 
onderzocht. In het eers te geval zullen namelijk alle ademhalingsketencomponen-
ten in aanwezigheid van amytal meer geoxydeerd worden, terwijl bovendien de 
intramitochondriale substraatconcentratie zal teruglopen. In het tweede geval 
zal NAD in aanwezigheid van een NAD-gekoppeld substraat en amytal waar-
schijnlijk meer gereduceerd worden en de intramitochondriale concentratie van 
het toegevoegde substraat minder snel afnemen. 
De effecten van amytal op de oxydatieve fosforylering van zoogdiermito-
chondriën verschillen in de volgende punten van rotenon: 
a) amytal remde de Pi-ATP-uitwisseling (L. Erns te r , G. Dallner & G . F . Azzo-
ne, 1963); 
b) amytal remde de door dinitrofenol gestimuleerde ATPase (L. Erns te r et a l . , 
1963; H.C. Hemker, 1963); 
c) amytal induceerde een ATPase-effect door een ontkoppelende werking (H.C. 
Hemker, 1963; L. Erns ter et a l . , 1963); 
d) het door amytal geremd electronentransport kon door ontkoppelaars gedeel-
telijk of grotendeels worden opgeheven (B. Chance & G. Hollunger, 1963). 
Al deze effecten duidden er op, dat amytal meer evident bij het koppelingsme-
chanisme van fosforylering aan electronentransport betrokken was dan rotenon 
en lieten zich dan ook direct verklaren door combinatie van de inhibitor met de 
energie-overdrachtscarr ier I (H.C. Hemker, 1963). Hemker stelde een theorie 
op, waaruit duidelijk bleek, dat remming van het electronentransport in het in 
hoofdstuk 1, fig. 1, aangeduide traject van de ademhalingsketen verklaard kon 
worden door inhibitie door amytal van het koppelingsmechanisme op plaats 1. 
Daar ik mij op grond van Hemkers theorie heb laten leiden tot een verge-
lijkend onderzoek van het mechanisme van de amytalremming bij mitochondriën, 
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die de eers te fosforyleringstrap wel en andere, die deze trap mogelijk niet be­
zitten (par. ΠΙ. 2), is het nodig te onderzoeken of er ook andere verklaringen 
voor de door Hemker waargenomen feiten bestaan. Derhalve volgen hier de 
door Hemker waargenomen feiten: 
a) dinitrofenol induceerde in rattenlevermitochondriën een bifasische ATPase 
met optima, genaamd m en n, bij 0,1 en 0,2 mM dinitrofenol; 
b) amytalconcentraties tot 0,5 mM verlaagden de η-piek s terker dan de m-piek, 
antimycine A-concentraties tot 0,9 μg/mg eiwit verlaagden de m-piek s terker 
dan de η-piek, bij hogere concentraties van beide remstoffen werden de verschil­
len kleiner; 
c) de remming van de door dinitrofenol gestimuleerde ATPase door amytal (1-3 
mM) en antimycine A (10 μg/mg eiwit) afzonderlijk is onvolledig (resp. 62 en 
33%), maar door beide tezamen practisch volledig (87%); 
d) beide remstoffen induceerden in afwezigheid van dinitrofenol een ATPase, 
waarvan de maximale specifieke activiteit overeenkwam met het niveau van ma­
ximale inhibitie in aanwezigheid van dinitrofenol, m . a . w. de maximale waarde 
van de door amytal en antimycine A geïnduceerde ATPase was gelijk aan de hoe-
veelheid door dinitrofenol gestimuleerde ATPase, die voor deze remstoffen im-
muun was. Bij hogere concentraties amytal en antimycine A trad remming van 
de door henzelf geïnduceerde ATPasewerking op, zoals ook voor andere ontkop-
pelaars was geconstateerd (H.C. Hemker, 1962). 
Hemkers interpretatie van deze feiten was aldus: 
De door dinitrofenol geïnduceerde ATPase verloopt via 
ATP + С + I - = — ^ - ADP + P . + С ~ I (1), 
gevolgd door С ~ I + 0 > С + 0 - 1 (2) 
en 0 - 1 - ^ — = ^ 0 + I (3), 
waarin 0 de ontkoppelaar is; С en I zijn reeds in hoofdstuk 1, par . I. 2, genoemd. 
De verschillende C s (С. „) combineren daarbij met specifieke I's (I, „) . Hem-í, ¿ i , ¿ 
ker kende aan ontkoppeling van de derde fosforyleringsplaats geen ATPasewer-
king toe, ontkoppeling op plaats 1 en 2 kon de door dinitrofenol geïnduceerde 
ATPase volledig verklaren. De η-piek zou overeenkomen met ontkoppeling op 
plaats 1, de m-piek met ontkoppeling op plaats 2. Amytal zou ademhaling, fos-
forylering en ATPase remmen door 
C 1 ~ I j + amytal ^ C j + amytal-Ij (2a), 
welke reactie niet gevolgd werd door 
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amytal - I j ^ — ƒ ^ amytal + I (За). 
De ontkoppelende werking kan worden voorgesteld door 
C 2 ~ I2 + а і п У Ы > C 2 + лтУы - ^ ( 2 b ) · 
gevolgd door amytal - !„ -^ =- amytal + I (3b). 
Antimycine A zou remmen door 
C , ~ !„ + antimycine ?· C- + antimycine - I (2c), 
welke reactie niet gevolgd werd door 
antimycine - !„ ^ — ^ — ^ antimycine + I- (3c). 
Ontkoppeling werd voorgesteld door 
C. ~ I. + antimycine ^ ^ i + antimycine - I. (2d), 
gevolgd door 
antimycine - I. ^* ^ antimycine + L (3d). 
Hogere concentraties remstof zouden de door henzelf veroorzaakte ontkoppeling 
remmen wegens reversibiliteit van reactie 3b en 3d. Andere effecten met betrek­
king tot amytal laten zich gemakkelijk aan de hand van react ies 2a-3b verklaren. 
Reactie 2a veroorzaakt tevens inhibitie van de P.-ATP-uitwis sel ing, die een on­
derdeel is van de ATPase (hoofdstuk 1, fig. 1). Reactie 3b verklaart via zijn r e ­
versibiliteit de inhibitie van de succinaatoxydatie door hoge concentraties amytal. 
Gedeeltelijke opheffing van de remming van de ademhaling door ontkoppelaars 
zou verklaard kunnen worden door competitie van 0 en amytal voor C. ~ I. (re­
actie 2 en 2a). In het laatste geval zou men een zekere reversibil iteit van reac­
tie 2a moeten aannemen, of een reactie van amytal - !.. met 0 , gevolgd door r e ­
actie 3 (B. Chance & G. Hollunger, 1963). 
Volgens bovenstaande theorie van Hemker is het volkomen verantwoord het 
type remming van amytal op oxydaties in mitochondriën, die de eers te fosfory-
leringstrap bezitten, te vergelijken met het type remming bij mitochondriën, 
waarvan men vermoedt, dat deze de eers te fosforyleringstrap niet bezitten, ten-
einde uit een verschil in type de conclusie te trekken dat de eers te fosforylerings-
trap bij laatstgenoemde mitochondriën niet voorkomt (par. ПІ.2). Een moeilijk 
punt in Hemkers theorie is evenwel de derde fosforyleringstrap, die even goed 
door ontkoppelaars ontkoppeld wordt, maar geen bijdrage aan de ATPase werking 
zou geven. Voorts is onlangs gevonden, dat amytal de binding van rotenon aan 
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submitochondriale deeltjes van runderhart vermindert (D.J. Horgan, T . P . 
Singer & J . E . Casida, 1Э68). Binding van amytal aan eenzelfde plaats als ro-
tenon valt evenwel niet te rijmen met de bovengenoemde verschillen (a - d). 
Men zou de resultaten van Hemker ook kunnen verklaren door aan te nemen, dat 
e r twee energie-gekoppelde anionencarrierszi jn(K. van D a m & E . C . Slater, 
1967) met een verschillende affiniteit voor ontkoppelaar (optima m en n), rem-
stof (preferentiële remming m-piek door antimycine A en η-piek door amytal), 
en wellicht eveneens ATP. We moeten e r echter rekening mee houden, dat het 
transport van ATP niet verloopt via deze anionencarriers, maar dat de adeni-
nenucleotide-translocase, die exogene tegen endogene adeninenucleotiden uit­
wisselt (M. Klingenberg & E. Pfaff, 1966),een afzonderlijk enzym is . Remming 
van de door dinitrofenol gestimuleerde ATPase door amytal en antimycine A kan 
tot stand komen door: 1) competitie van de r e m m e r s met dinitrofenol voor bin­
ding aan beide bovengenoemde anionencarriers en dus via remming van de op­
name van dinitrofenol; 
2) competitie van amytal en antimycine A met ATP voor binding aan de adeni-
nenucleotide-translocaseendus via remming van de ATP-opname. 
Een analogon van mogelijkheid 1 ) is reeds door van Dam & Slater (1967) voor 
de oxydatie van anionsubstraten aangeduid, waarvan de inhibitie door amytal 
zich grotendeels door hexetidine liet opheffen; deze ontkoppelaar wordt als mem-
braanverstorend detergens beschouwd (B. Chance & G. Hollunger, 1963). 
De ontkoppelende werking van amytal en antimycine A bij afwezigheid van dini­
trofenol kan verklaard worden door een energie (C ~I)-verbruikende membraan-
passage voor deze anionen aan te nemen, welke niet door de diffusie van het 
ongedissociëerde molecuul van binnen naar buiten wordt vergoed (K. van Dam& 
E . C . Slater, 1967). Een dergelijke ontkoppeling zagen wij ook optreden bij de 
oxydatie van exogeen NADH door mitochondriën van S. car lsbergensis , die niet 
door amytal geremd werd (fig. 5F1 en F2). Het is mogelijk, dat een hoge sub-
straatconcentratie wegens binding van substraat met de energie-gekoppelde 
anionencarrier tegen deze ontkoppeling bescherming biedt en verantwoordelijk 
is voor de ademhalingsregulatie in aanwezigheid van a-glycerofosfaat (fig. 5E1). 
Anderzijds is het mogelijk dat NADH, hoewel een anion, een lagere affiniteit 
voor de anionencarrier bezit dan amytal, zodat slechts de ontkoppelende werking 
van amytal merkbaar wordt, daar remming i . e . ontbreekt. Een lage affiniteit 
van NADH voor de anionencarrier zou veroorzaken, dat dit substraat waarschijn-
lijk niet door het membraan getransporteerd wordt (DISCUSSIE hoofdstuk 3). 
Het substraat wordt mogelijk aan de buitenzijde van het matrixmembraan gedehy-
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drogeneerd. 
De remming van de door amytal en antimycine A geïnduceerde ATPase bij 
hogere concentraties remstof zou men kunnen toeschrijven aan substraatrem-
ming van de energie-gekoppe 1de anionencarrier of onder mogelijkheid 2), r em-
ming van de adeninenucleotide-translocase, kunnen rangschikken. Hoge concen-
traties ontkoppelaar remmen eveneens de door de ontkoppelaar zelf geïnduceer-
de ATPase (H. С. Hemker, 1962), waarvoor eenzelfde verklaring gegeven zou 
kunnen worden. 
Remming van de oxydatieve fosforylering door atractyloside, eveneens een an­
ion, is specifiek voor de adeninenucleotide-translocase en remt de fosforylering 
van endogeen ADP niet, evenmin als de door de ontkoppelaar carbonylcyanide-
fenylhydrazon geïnduceerde ATPasewerking op endogeen ATP (H.W. Heldt & 
M. Klingenberg, 1967). Ter onderscheiding van mogelijkheid 1 en 2 zou het zin 
hebben om de effecten van amytal en antimycine A op de door ontkoppelaars ge-
stimuleerde hydrolyse van endogeen ATP na te gaan. Remming van de adeni-
nenucleotide-translocase zou daarop geen invloed mogen hebben. Hemkers proe-
ven waren nl. uitgevoerd met exogeen ATP en sloten een beïnvloeding van de 
translocase niet uit. 
Bovengegeven verklaring voor de effecten van amytal en antimycine A 
brengen de voor deze r emmers waargenomen verschijnselen terug tot remming 
van het electronentransport .inclusief dehydrogenasen en beïnvloeding van mem-
braantransportfuncties. Een verschil in remmingstype van amytal voor de oxy-
datie van NAD-gekoppelde substraten in mitochondriën van S. carlsbergensis 
enerzijds en mitochondriën van C.utilis en rattenlever anderzijds duidt er dan 
ten hoogste op, dat de twee laatstgenoemde mitochondriën een bepaalde amytal-
gevoelige component meer bezitten dan de eerstgenoemde, aangenomen dat de 
membraantransportfuncties en dehydrogenasen voor alle drie de typen in hun ge-
drag tegenover remstoffen kwalitatief dezelfde zijn. Een experimentele benade-
ring voor het onderzoek naar de oorzaak van de competitieve remming door amy-
tal in S. carlsbergensismitochondriën (remming van membraan- of electronen-
transport) is eerder in deze discussie gegeven. Het is mogelijk, dat dit type 
remming in mitochondriën van C.util is en rattenlever overschaduwd wordt door 
de noncompetitiviteit van de reactie van amytal met een bepaalde component. 
Deze zou volgens de laatstgegeven verklaring van de amytalwerking (remming 
van electronen- en membraantransport) dezelfde kunnen zijn als de rotenon-ge-
voelige component (D.J. Horgan, T. P . Singer & J. E. Casida, 1968) en eventu-
eel als С , of Β bij het koppelingsmechanisme betrokken kunnen 
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zijn, zoals hierboven (par. IV. 2) aangegeven. De verschillen in effecten tus-
sen amy tal en rotenon kunnen hun verklaring vinden in het feit, dat rotenon 
geen anion i s , niet door een energie-gekoppelde anioncarrier behoeft te worden 
getransporteerd en daarom geen invloed heeft op membraantransportfuncties. 
Verschillen in remmingstype van amytal en het al of niet aanwezig zijn van rem-
ming door rotenon laten geen definitieve conclusie toe met betrekking tot het wel 
of niet bestaan van de eers te fosforyleringstrap zolang het fosforyleringsmecha-
nisme van deze trap en de werking van amytal en rotenon daarop niet bekendis. 
Daarom zal in het volgende hoofdstuk getracht worden de oxydatieve fosforyle-
ring op plaats 1 om te keren: reductie van endogeen NAD o. i. v. een flavoprote-
ine-gekoppeld substraat (ty-glycerofosfaat of succinaat) en X ~ I (hoofdstuk 1 , 
fig. 1). Laatstgenoemde wordt gevormd via de ademhaling of uit exogeen ATP 
in met KCN geremde mitochondriën. 
V SAMENVATTING 
De invloed van rotenon, amytal, antimycine A, Na.S, oligomycine en dicu-
marol op de mitochondriale respiratie werd nagegaan. De oxydatie van NAD-ge-
koppelde substraten (toestand 3) door mitochondriën van S. carlsbergensis werd 
niet door rotenon geremd, behalve de oxydatie van aethanol ten gevolge van rem-
ming van de alcoholdehydrogenase. De oxydatie van L-malaat + pyruvaat, a-gly-
cerofosfaat en NADPH (toestand 3) door mitochondriën van C.utilis werd respec-
tievelijk 72, 8 en 4% door rotenon (20 n ^ m o l / m g eiwit) geremd. Hieruit werd 
geconcludeerd, dat de oxydatie van NADPH waarschijnlijk niet via een pyridi-
nenucleotide transhydrogenase verloopt. 
Amytal remde de oxydatie (toestand 3) van een aantal NAD- en flavoprote-
ine-gekoppelde substraten door mitochondriën van S. carlsbergensis op een com-
petitieve manier. De inhibitie was pas na enkele minuten optimaal. De oxydatie 
van exogeen NADH door mitochondriën van S. carlsbergensis werd niet door amy-
tal geremd, maar slechts ontkoppeld. De oxydatie van de NAD-gekoppelde sub-
straten aethanol en ß-OH-butyraat (toestand 3) door respectievelijk mitochondri-
ën van C.util is en rattenlever werd noncompetitief door amytal geremd. Hieruit 
is geconcludeerd, dat in mitochondriën van S. carlsbergensis een voor rotenon en 
amytal gevoelige component ontbreekt, of gemodificeerd i s , een component, die 
in mitochondriën van C.uti l is en rattenlever wel voorkomt. De mogelijke inter-
actie van rotenon met het koppelingsproces door reactie met een van de daarbij 
betrokken ademhalingsketencomponenten is besproken. Verschillen tussen de ef-
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fecten van rotenon en amytal met betrekking tot de door ontkoppelaars, inclu-
sief amytal zelf, geïnduceerde ATPase zijn besproken. Daarbij is de theorie 
van HemVer met die van van Dam en Slater vergeleken. Het valt niet uit te slui-
ten, dat de remming door amytal van het electronentransport voor een deel me-
chanistisch dezelfde is als die door rotenon. Effecten van amytal op de door ont-
koppelaars geïnduceerde ATPase vallen te verklaren door beïnvloeding van mem-
braantransportfuncties, een beïnvloeding die rotenon mist . 
Antimycine A (3 μ § ^ π ^ eiwit) remde de oxydatie van alle geteste substraten 
door gistmitochondriën (S.carlsbergensis) practisch volledig (93 - 99% in toe-
stand 3), behalve de oxydatie van L-lactaat, die voor de helft geremd werd. De 
part iële remming kon verklaard worden door remming van de oxydatie van uit 
L-lactaat gevormd pyruvaat en van endogeen substraat . Cytochroom b„ draagt 
electronen over op cytochroom с of c . , maar niet op b . 
Na.S (1 mM) remde de ademhaling (toestand 3) van S. carlsbergensismitochon-
driën practisch volledig (96 - 97%). De remming van de ademhaling (citraat als 
substraat) door oligomycine was onvolledig, 40 μg/mg eiwit remde de beginsnel-
heid in toestand 3 niet. De oxydatie van extramitochondriaal toegevoegd NADH en 
NADPH (toestand 3) werd niet door dicumarol (7,5 μΜ) geremd. Hierdoor kunnen 
een aantal chinonreductasen, die wel door dicumarol in deze concentratie geremd 
worden, niet bij de oxydatie van exogeen NADH en NADPH betrokken zijn. De oxy­
datie van exogeen NADH en NADPH sluit evenals die van succinaat, maar anders 
dan die van endogeen NADH, direct op coenzym Q aan. De dehydrogenasen van 
exogeen NADH en NADPH laten zich door een verschillend pH-optimum en moge­
lijk ook door een verschil in gevoeligheid voor amytal onderscheiden. 
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H O O F D S T U K 6 
ENERGIE-GEKOPPELDE REDUCTIE VAN NICOTINAMIDE DINUCLEOTIDE 
I INLEIDING 
In de discussie van hoofdstuk 5 is de noodzaak naar voren gekomen voor 
een extra test, welke specifiek is voor de koppelingsreactie op plaats 1 van de 
ademhalingsketen. Aan de hand van deze test willen we tot een definitieve con-
clusie komen over het al of niet aanwezig zijn van de eers te fosforyleringstrap 
in S. carlsbergensismitochondriën. Als test werd gekozen de energie-gekoppel-
de reductie van NAD met de navoproteïne-gekoppelde substraten succinaat of 
o-glycerofosfaat als electronendonoren en de ademhaling of ATP in aanwezig-
heid van KCN als energiebron, In beide gevallen vindt bij een functioneren van 
de koppeling van fosforylering aan electronentransport door de ademhalingske-
ten als gevolg van de reversibiliteit van dit mechanisme een gedeeltelijke om-
ke^ng van reactie (1) (hoofdstuk 1, par . 1.2) plaats: 
В , + С ~ I - В + I + С , (1) 
red red 
Geschiedt deze omkering op plaats 1 dan zal NAD onder invloed van een redox-
evenwicht met С , verder gereduceerd worden. Hierbij zal succinaat of a-gly-
cerofosfaat В , vormen, terwijl de ademhaling via fosforyleringstrap 2 en 3 
X ~ I vormt, dat in een steady state evenwicht verkeert met C. ~ I (fig. 1, 
hoofdstuk 1). Bij remming van het electronentransport naar zuurstof door KCN 
kan X ~ I en daarmee С ~ I slechts van buitenaf door toevoeging van ATP wor­
den gegenereerd (fig. 1, hoofdstuk 1). Wanneer in bovengenoemde testsystemen 
NAD-reductie optreedt, kan dit gezien worden als een gevolg van de aanwezig-
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heid van de koppeling van fosforylering aan het electronentransport door de a-
demhalingsketen op plaats 1. De optimale testcondities zullen worden bepaald 
met behulp van mitochondriën van een andere gistsoort (C.utilis), waarvan 
langs andere weg reeds was gebleken, dat deze de eers te fosforyleringstrap 
moest bezitten (hoofdstuk 3. par . III. 2.b). Onder dezelfde condities zal het 
gedrag van mitochondriën van S. carlsbergensis , waarbij de eers te fosforyle-
ringstrap vermoedelijk ontbreekt, worden nagegaan. 
II MATERIALEN EN METHODEN 
De mitochondriën van S. carlsbergensis en C. utilis werden op analoge 
wijze bereid (hoofdstuk 2, fig. 8, modificatie 2). Het reactiemedium was fos-
faatvrij en bevatte 10 mM histidine-HCl, de verdere samenstelling was, zoals 
in hoofdstuk 2, fig. 14,staat aangegeven. Wel werd met de mitochondriale sus-
pensie enige fosfaat (0,34 - 0,51 mM uiteindelijk) toegevoegd. De NAD-reductie 
werd fluorimetrisch bij 21 С bepaald zoals beschreven door Estabrook (1962); 
er is niet gecorrigeerd voor fluorescentieversterking door binding van NADH 
aan eiwit ( L . N . M . Duysens & G.H. M. Kronenberg, 1957; S . F . Velick, 1958). 
III RESULTATEN 
1. MITOCHONDRIËN VAN C.UTILIS 
Mitochondriën van C. utilis vertoonden de in de inleiding van dit hoofdstuk 
besproken energie-gekoppelde NAD-reductie (fig. 1-5). Fig. IA laat deze r e -
ductie onder invloed van de ademhaling in aanwezigheid van succinaat zien. 
Laatstgenoemd substraat is een vereiste voor de reductie, zoals vergelijking 
van de curve met en zonder toegevoegd succinaat doet inzien. Toevoeging van 
fosfaat (4 mM uiteindelijk) aan het reactiemedium verlaagt de reductiesnelheid 
van 10,5 tot 4 ,3 ιημηιοί NADH/mg eiwit χ min (fig. IB), mogelijk doordat een 
deel van X ~ I met Pi reageert (fig. 1, hoofdstuk 1), terwijl het daarbij vrijko­
mende I de reactie tussen В , en С ~ I tegenwerkt (zie INLEIDING). Toevoe­
ging van de ontkoppelaar dicumarol leidt door afbraak van С ~ I tot een sterke 
vermindering van de reductie (fig. IB) door omkering van reactie (1) (INLEI­
DING) . Tevens zal het steady state niveau van В , door een versnelde oxyda-
tie onder invloed van de ontkoppelaar afnemen, dat van В toenemen en daarmee 
genoemde omkering bevorderen. Toevoeging van fosfaat en fosfaatacceptor (ADP) 
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Fig. 1.Aërobe NAD-reductie in mitochondriën van С. utllis о. i. v. succinaat. In A zijn de experi­
menten zonder en met toegevoegd succinaat (- en + succinaat) samengebracht, В toont de in­
vloed van toevoeging van anorganisch fosfaat en dicumarol en С de invloed van anorganisch 
fosfaat en ADP. 
Betekenis van de afkortingen en concentraties in het reactiemengsel: 
Mw, mitochondriën (0, 85 mg eiwit/ml), succinaat (8 mM); Pi, anorganisch fosfaat (4 mM); 
dicumarol (11, 2 μ.Μ); ADP (0 t 19 mM). De onbenoemde getallen naast de curven zijn speci­
fieke activiteiten van reductie (ιημπιοί NADH/mg eiwit χ min), de reductierichting is op­
waarts; de reciproque gevoeligheid van het instrument is midden in de figuur aangegeven. 
onderdrukt de NAD-reductie volledig (fig. 1С), totdat het ADP door fosforyle-
rlng in ATP is omgezet en de reductie versterkt. Beide verschijnselen laten 
zich gemakkelijk door afbraak en opbouw van X ~ I en daarmee van С ~ I , als­
mede oxydatie en reductie van B, uit het schema van fig. 1 (hoofdstuk 1) en 
reactie (1) (par. I) verklaren. 
Fig. 2 laat zien, dat de reductie van NAD onder invloed van de oxydatie 
van succinaat of a-glycerofosfaat met maximale snelheid verloopt in het pH-
gebied tussen pH 7,4 en 7,8. Het maximale reductieniveau ligt iets meer naar 
de zure kant. Bij mitochondriën van S. carlsbergensis trad onder invloed van 
de oxydatie van succinaat en ar-glycerofosfaat geen NAD-reductie op (fig. 2), 
een eers te duidelijke indicatie voor het ontbreken van koppeling van de fosfory-
lering aan de ademhaling op plaats 1 in de ademhalingsketen. 
Mitochondriën van C. utilis vertoonden eveneens een door ATP geïnduceer-
de NAD-reductie (fig. 3, 4) bij remming van de ademhaling door KCN. Ook hier 
weer was toevoeging van exogeen substraat naast ATP nodig voor het beoogde 
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Aërobe NAD-reductie in mltochondriën van С. utilis en S. carlsber-
gensis o . i . v . succinaat of Qf-glycerofosfaat in afhankelijkheid van de 
pH. Betekenis der symbolen: O-O en Ш - · , specifieke activiteit 
van reductie o . i .v . respectievelijk 01 -glycerofosfaat en succinaat; 
Δ - Δ en A - A , mate van reductie o . i . v . respectievelijk &-gly-
cerofosfaat en succinaat. De blanco-waarden voor С. utills zonder 
toegevoegd &-glycerofosfaat of succinaat vielen samen met de waar­
den, die voor S.carlsbergensls in aanwezigheid van deze substraten ver­
kregen werden. Concentratie aan mitochondriaal eiwit, C.utilis (0,85 
mg/ml), S. carbbergensis (1, 22 mg/ml), ty-glycerofosfaat (6, б mM), 
succinaat (8 mM). 
effect (fig. 3B, fig. 4C, vergeleken met 4D). Voorts is hierbij de invloed van 
toevoeging van ADP (0,19 mM) + P i (2,5 mM), amytal (2,5 mM), rotenon (10,8 
iT^mol/mg eiwit), oligomycine (47 μ g/mg eiwit) en dicumarol (22,5 μΜ) nage­
gaan. Van al deze toevoegingen werd namelijk verwacht, dat zij de reductie 
zouden tegengaan of voorkomen en zij bleken dit inderdaad te doen (fig. 4A, В 
en С). De werking van al deze stoffen is gemakkelijk uit fig. 1 (hoofdstuk 1) af 
te lezen: de werking van P i + ADP is tegengesteld aan die van ATP, nl. afbraak 
van X ~ I onder vorming van ATP. Amytal en rotenon remmen het electronen-
transport tussen FpD.. en FpD-, oligomycine remt de vorming van X ~ I door 
ATP en dicumarol leidt evenals dinitrofenol tot afbraak van С ~ I. 
E r is van dicumarol gebruik gemaakt, omdat deze ontkoppelaar in de hier 
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succ inaat 
Fig. 3. NAD-reductie onder invloed van succinaat en ATP in met KCN geremde mitochcfn-
driën van C. utilis. 
Betekenis der afkortingen en concentraties: Mw, mitochondriën (1,24 mg eiwit/ml); 
KCN (1 mM); succinaat (8 mM); ATP (2 mM). 
gebruikte concentratie in tegenstelling tot 2,4-dinitrofenol de fluorescentie niet 
beïnvloedt; 2,4-dinitrofenol leidt namelijk tot een zekere uitdoving van de NADH-
fluorescentie. 
Omdat toevoeging van ATP noodzakelijk is voor de verdere reductie van 
NAD (fig. 4C), en deze niet optreedt bij remming of ontkoppeling van het fos-
foryleringsmechanisme, is deze reductietoename te beschouwen als een ener-
gie-gekoppeld proces , specifiek voor plaats 1. Remming door rotenon en amy-
tal bewijst, dat de reductie niet veroorzaakt wordt door dehydrogenatie van een 
NAD-gekoppeld substraat. 
De in fig. 4 getoonde ATP-afhankelijke NAD-reductie werd uitgevoerd bij 
pH 7 ,5 . Dit was noodzakelijk omdat dit proces in tegenstelling tot de reductie 
met behulp van ademhalingsenergie (fig. 2) sterk van de pH afhankelijk was. 
Vanaf pH 7,3 - 7,5 vond een sterke stijging van de specifieke activiteit van 
de reductie plaats (fig. 5). Boven pH 7,6 daalde de specifieke activiteit. 
De maximale snelheid van de NAD-reductie onder invloed van de suc-
cinaatoxydatie (fig. 2) is ongeveer 10 maal zo hoog als die in aanwezig-
heid van KCN + succ. + ATP (fig. 5). Bij lagere pH is het verschil tus-
sen de snelheden nog groter . 
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Fig. 4. De invloed van anorganisch fosfaat + ADP (A), amytal (B) en rotenon, oligomy-
cine of dicumarol (C) op de NAD-reductie onder invloed van succinaat en ATP 
in met KCN geremde mitochondriën van C. utilis. Fig. 4C laat de invloed van 
het achterwege laten van de ATP-toevoeging zien (curve-ATP), fig. 4D de in-
vloed van het achterwege laten van de succinaat-toevoeging. Bij beide blanco's 
werd methanol toegevoegd omdat rotenon, ollgomycine en dicumarol in metha-
nol waren opgelost. Deze reagentia werden op hetzelfde moment als methanol 
toegevoegd (C). Bij alle blanco's is door een -teken aangegeven, welk reagens 
niet in het reactiemedium werd gebracht. 
Voor betekenis der afkortingen zie fig. 1 en 2. De concentraties van de reagen-
tia waren: Mw (A, 1, 29 mg eiwit/ml, B-D, 1,06 mg eiwit/ml)¡ KCN (1 mM); 
succinaat (8 mM), Pi (2,5 mM), ADP (0,19 mM), ATP (2 mM); amytal (2,5 
mM); methanol (0,5 vol. %); rotenon (10,8 mUmolAng mitochondriaal eiwit); 
ollgomycine (47 μg/mg mitochondriaal eiwit); dicumarol (22,5 μΜ). 
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Fig. S. NAD-reductie onder Invloed van succinaat of tt-glycerofosfaat en ATP 
m met KCN geremde mitochondrign van C. utihs in afhankelijkheid van 
de pH. 
Betekenis der symbolen: O-O en · - · , specifieke activiteit van re­
ductie in aanwezigheid van respectievelijk ΰ-glycerofosfaat en succi­
naat, 7 " V en V - Y j mate van reductie ο . ι .v . respectievelijk KCN 
+ tf-glycerofosfaat en KCN + succinaat, Δ - Δ en A - Α ι mate van 
reductie ο. ι. v. respectievelijk KCN + O-glycerofosfaat + ATP en KCN 
+ succinaat + ATP. 
De afkortingen Qf-gf. en succ· staan voor resp. û?-glycerofosfaat en 
succinaat« De eindconcentraties der toevoegingen zijn: mitochondriën 
(1,24 mg eiwit/ml), KCN (1 mM), succinaat (8 mM), Oi-glycerofosfaat 
(6 ,6 mM), ATP(2mM). 
2. MITOCHONDRIËN VAN S.CARLSBERGENSIS 
Uit het experiment van fig. 2 bleek, dat mitochondriën van S. carlsbergen-
sis geen reductie van NAD geven onder invloed van de aërobe oxydatie van suc-
cinaat of a-glycerofosfaat. Tevens is nagegaan of succinaat en ce-glycerofosfaat 
in terminaal met KCN geremde mitochondriën van S. car lsbergensis onder in-
vloed van ATP een reductie van NAD kunnen veroorzaken. Dit bleek niet het ge-
val. Zowel a-glycerofosfaat als succinaat veroorzaakten na remming van de 
ademhaling met KCN NAD-reductie, welke evenwel door toevoeging van ATP 
teniet werd gedaan (fig. 6A, 7). In het ontbreken van een door ATP geinduceer-
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Fig. 6. NAD-reductie onder Invloed van Qf-glycerofosfaat, succinaat of tetramethyl-p-fenyleendiamine 
+ ascorbaat in met KCN geremde mitochondriën van S. carlsbergensis. Voor de reductie in aan-
wezigheid van Of-glycerofosfaat of succinaat is de oxydatieve werking van ATP weergegeven 
(A); in В is de versterkende invloed van QT-glycerofosfaat op de door ТМГО + ascorbaat ver-
ooizaakte reductie uitgebeeld. De fluorescentie in В is gecorrigeerd voor de eigen fluorescen­
tie van ΤΜΙΌ. De met KCN aangeduide curven geven blanco's weer, waarbij toevoeging van 
de genoemde substraten en ATP achterwege bleef; in В duidt het -teken op het weglaten van de 
aangegeven component. Betekenis der afkortingen, voorzover niet reeds eerder vermeld: TMPD, 
tetramethyl-p-fenyleendiamine. Concentraties: mitochondriën (A, 1 mg eiwit/ml; B, 0,96 mg 
eiwit/ml); KCN (1 mM); Qf-glycerofosfaat (6, 6 mM), succinaat (8 mM); TMPD (0,1 mM); as-
corbaat (7 ,5 mM). 
de NAD-reductie bij mitochondriën van S. carlsbergensis kan men gevoeglijk 
een extra bewijs zien voor het ontbreken van koppeling van de fosforylering aan 
de ademhaling op plaats 1 van üe ademhalingsketen (fig. 1, hoofdstuk 1) (zie 
verder DISCUSSIE). 
De snelle en verregaande NAD- reductie onder invloed van a-glycerofosfaat 
in terminaal met KCN geremde mitochondriën van S. carlsbergensis en in af-
wezigheid van ATP (fig. 6, 7, 9) valt moeilijk te beschouwen als energie-gekop-
peld proces , daar remming van het electronentransport door KCN de vorming 
van С ~ I en daarmee van NADH zou moeten remmen, zoals ook bij mitochon­
driën van C. utilis het geval blijkt (fig. 8B, vergeleken met fig. 2, curven, aan-
geduid met a-glycerofosfaat). Voorts blijkt het optimum van genoemde reduc-
tie in mitochondriën van S. carlsbergensis te liggen tussen pH 6,35 en 6,65 (fig. 
7), dat is dus ver buiten het alkalische pH-optimum van de energie-gekoppelde 
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Fig. 7. NAD-reductie o. i.V. Oi-glycerofosfaat en succinaat in met KCN geremde mitochondrien van 
S carlsbergensis en de invloed daarop van toegevoegd ATP, alles in afhankelijkheid van de pH. 
Betekenis der symbolen O-O, specifieke activiteit van reductie o i.v. cy-glycerofosfaat (bo­
venste curve), of specifieke activiteit van reoxydatie o.i v. ATP (onderste helft grafiek), % - φ , 
idem voor succinaat, • - • , mate van reductie o . i . v . KCN, Δ - Δ , mate van reductie onder 
invloed van KCN + Qf-glycerofosfaat ( et -gf. ), k-k ι mate van reductie o. ι v. KCN + succi­
naat. Concentraties mitochondrien (1 mg eiwit/ml), KCN(1 mM), Qi-glycerofosfaat (6, 6 mM), 
succinaat (8 mM), ATP (2 mM). 
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NAD-reductie in С. utilismitochondrien (pH 7,45 - 7,8, fig. 2). De hoge mate 
en snelheid van de a-glycerofosfaatgekoppelde NAD-reductie in aanwezigheid 
van KCN blijkt specifiek te zijn voor mitochondnën van S. carlsbergensis., In 
mltochondnën van C. u t ihs wordt zij niet aangetroffen (fig. 8B), terwijl succi-
naat en tetramethyl-p-fenyleendiamine in deze reductie bij a-glycerofosfaat 
ver achterblijven (fig. 6A en B, fig. 7 en 8A). De getalwaarden voor de mate 
spec a c t 
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Fig. 8. NAD-reductie о . i .v . TMPD + as cor ba at in met KCN geremde mi-
tochondrièn van S. carlsbergensis (A), en onder invloed van СУ-gly-
cerofosfaat in met KCN geremde mltochondnën van С. utilis (В) in 
afhankelijkheid van de pH. 
Betekenis der symbolen: O-O, specifieke activiteit van reductie 
o . i .v . TMPD +ascorbaat (A) of CY-glycerofosfaat (B); · - · , spe­
cifieke activiteit van reductie o . i .v . KCN, V ~ V ι mate van reduc­
tie o . i .v . KCN, Δ " Δ , mate van reductie o . i . v . KCN+TMPD + 
ascorbaat (asc. ) (A), of KCN + ûf-glycerofosfaat (В). 
Concentraties: imtochondrién (A, 0, 96 mg eiwit/ml, B, 1,2 mg e i -
wit/ml), KCN(1 mM), TMPD (0, 1 mM), ascorbaat (7,5 mM); 
01 -glycerofosfaat (6, 6 mM). 
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van reductie door α-glycerofosfaat in S. carlsbergensismitochondnën (fig. 7) 
duiden op een reductie van alle in de mitochondriën aanwezige NAD (4,65 - 8,04 
n^mol /mg eiwit, hoofdstuk 2, par . IV.3; 7 ,2+ 1,71 πιμmol/mg eiwit, T. Ohni-
shi, A. Kroger, H.W. Heldt, E. Pfaff & M. Klingenberg, 1967) onder voor de 
reductie optimale condities (pH 6,35 - 6,65). Nader bewijs hiervoor levert het 
experiment van fig. 9A. Getoond wordt de mate van reductie, welke onder in-
a e t h a n o l 
of a-gïycerofoefaat 
KCN 1 a e t h a n o l 
Γ ,1 
o x a a l a c e t a a t 
KCN o f a c e e t a l d e b y d e 
a- glycero 
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Fig. 9. De mate van NAD-reductie o.i.V. aethanol en Cü-glycerofosfaat m met KCN geremde mito-
chondriën van S. carlsbergeiuis (A) en de oxydatie van het o . i . v. cy-glyceiofosfaat gevormde 
NADH door oxaalacetaat en aceetaldehyde (B). 
Concentraties: mitochondriën (1 , OS mg eiwit/ml), KCN(1 mM), aethanol (S mM), a - g l y c e -
rofosfaat (6 ,6 mM), oxaalacetaat (1 mM), aceetaldehyde (1 mM). 
vloed van toevoeging van aethanol bereikt wordt. Een daarop volgende toevoe-
ging van a-glycerofosfaat verhoogt de reductiegraad tot praktisch hetzelfde ni-
veau als dat bij afwezigheid van aethanol. In het laatste geval gaf toevoeging van 
aethanol geen verdere reductie van NAD,ten teken, dat dit onder invloed van a -
glycerofosfaat alleen reeds maximaal gereduceerd was. Fig. 9B bewijst ver-
der , dat we met de reductie van een ademhalingsketencomponent, waarschijn-
lijk NAD, te maken hebben. Toevoeging van aceetaldehyde of oxaalacetaat deed 
onder vermoedelijke vorming van aethanol of malaat de reductie abrupt afnemen. 
De gebezigde concentraties aceetaldehyde of oxaalacetaat remden de polarogra-
fisch geteste oxydatie van o-glycerofosfaat (toestand 3) niet, noch beïnvloedden 
152 
zij de fluorescentie van oplossingen van NADH, getest bij dezelfde gevoelig-
heidsstand van de fluorimeter als in fig. 9B. De geregistreerde beëindiging van 
NAD-reductie door toevoeging van aceetaldehyde of oxaalacetaat (fig. 9B) is dus 
niet toe te schrijven aan remming van de a-glycerofosfaatdehydrogenase of uit-
doving van fluorescentie. 
IV DISCUSSIE 
In C. utilismitochondriën treedt NAD-reductie op in aanwezigheid van de 
flavoprote'ine-gekoppelde substraten succinaat en cy-glycerofosfaat, zowel onder 
invloed van de ademhaling,als ATP bij aanwezigheid van KCN. Dit feit kan wor-
den aangezien als een specifiek bewijs, dat in deze mitochondriën de e e r s t e 
fosforyleringstrap optreedt. 
De lagere reductiesnelheid bij C. utilismitochondriën in het systeem KCN 
en ATP (fig. 5), vergeleken met de reductiesnelheid onder invloed van ademha-
lingsenergie (fig. 2) moet volgens reactie (1) (INLEIDING) een gevolg zijn van 
een lagere concentratie van В , en/of С ~ I. Een lagere Β , betekent waar­
schijnlijk een remming op dehydrogenaseniveau. In hoofdstuk 8 zal een rem­
ming van de ademhaling door ATP worden behandeld, die niet aan een omkering 
van de oxydatieve fosforylering kan worden geweten en waarschijnlijk berust op 
een verlaagde overdracht van electronen van de dehydrogenasen naar de adem­
halingsketen. Genoemde remming neemt li leair af bij verhoging van de fosfaat­
concentratie (hoofdstuk 8). Deze remming was boven pH 6, 8 voor de oxydatie 
van succinaat en a-glycerofosfaat in 10 mM fosfaat niet meer waarneembaar, 
maar het kan zijn, dat bij lagere fosfaatconcentraties, zoals de hier gebezigde 
0,34 - 0,51 mM, de remming zich tot in het alkalisch gebied uitstrekt. Deze 
lage fosfaatconcentraties werden met de mitochondriale suspensie in het reac­
tiemedium geïntroduceerd. Een lagere concentratie С ~ I zou een gevolg kunnen 
zijn van een beperkte permeatie van exogeen ATP of van een snelheidsbeperken-
de chemische omzetting tussen ATP en X ~ I (fig. 1, hoofdstuk 1) bij de vorming 
van С ~ I. Dit laatste is zeker niet het geval. Endogeen ATP kan immers de r e ­
ductiesnelheid van NAD verhogen boven die, welke door de ademhalingsenergie 
alleen werd geleverd (fig. 1С versus IA en B). Duivenhartmitochondriën ver-
toonden hetzelfde beeld als mitochondriën van C. util is. Ook hier bleek endo-
geen gevormd ATP effectiever NAD-reductie te kunnen veroorzaken dan exogeen 
ATP (B. Chance & В. Hagihara, 1960). Bij submitochondriale deeltjes van run­
derhart was het verschil in effectiviteit tussen ademhalingsenergie en ATP weg-
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gevallen (I. Valiin & H. Low, 1964), vermoedelijk omdat door sonicatie teve.is 
de ATP-bar r ië re was verbroken. Een beperkende ATP-permeatie werd ook 
aangenomen bij de door de ontkoppelaar carbonylcyanide-fenylhydrazon gesti-
muleerde splitsing van exogeen ATP (H.W. Heldt & M. Klingenberg, 1968), 
evenals de door ATP geïnduceerde NAD-reductie, verlopend via een omkering 
van het koppelingsmechanisme. 
Een suboptimale concentratie van exogeen ATP (2 mM) is geen waarschijn-
lijke verklaring. De adeninenucleotide translocase van rattenlevermitochondri-
en was reeds bij 0,4 mM exogeen ATP verzadigd (M. Klingenberg & E. Pfaff, 
1966). Boven deze concentratie trad remming van het uitwisselingsenzym op, 
maar deze was maximaal 50 %. Genoemde verschillen in reductiesnelheid (fig. 
2 en 5) kunnen slechts verklaard worden door 90 % inhibitie. Voorlopig achten 
we een verklaring voor een relatieve verlaging van de concentratie С ~ I op ba­
sis van een snelheidsbeperking van de adeninenucleotide translocase als de 
meest waarschijnlijke. 
Geheel anders waren de waarnemingen met mitochondriën van S. ca r l s -
bergensis . Deze vertoonden noch onder invloed van de aërobe oxydatie van suc-
cinaat of Qf-glycerofosfaat NAD-reductie, noch de door ATP geïnduceerde NAD-
reductie in aanwezigheid van deze substraten en KCN. In beide gevallen is dit 
ontbreken van NAD-reductie op te vatten als een ontbreken van de eers te fos-
foryleringstrap. Het ontbreken van NAD-reductie onder ongeremde aërobe con-
dities is eveneens door Ohnishi, Kroger, Heldt, Pfaff en Klingenberg (1967) 
voor mitochondriën van S. carlsbergensis waargenomen, zij het dat zij bij pH 
6 ,5 , dat is ver buiten het optimum van deze reactie (fig. 2), werkten. Voor de 
mate van de reductie mag dat evenwel weinig uitmaken, gezien het reductieni-
veau, dat in C. utilismitochondriën bij deze pH bereikt wordt (fig. 2). 
Voor hersenmitochondriën was eveneens slechts een geringe NAD-reductie 
(0-12 %) onder invloed van de oxydatie van succinaat in toestand 4 waargenomen 
(M. Klingenberg, W. Slenczka & E. Ritt, 1959). Toch bezaten deze mitochon-
driën, te oordelen naar de voor NAD-gekoppelde substraten verkregen P /O-ve r -
houdingen, 3 fosforyleringsplaatsen langs de ademhalingsketen (S. Lovtrup & 
L. Svennerholm, 1963; K. Ozawa, K. Seta & H. Handa, 1966) en vertoonden zij 
ademhalingsregulatie (M. Klingenberg, W. Slenczka & E. Ritt, 1959). Wellicht 
moet deze anomaliteit gezocht worden in de relatief geringe succinaatdehydro-
genaseactiviteit van hersenmitochondriën (M. Klingenberg & W. Slenczka, 1959), 
Een dergelijke verklaring voor het verschil in mate en snelheid van NAD-reduc-
tie tussen mitochondriën van C. utilis en S. carlsbergensis (fig. 2) houdt even-
154 
wel geen steek. Beide bezitten een overeenkomstige dehydrogenaseactiviteit 
voor a-glycerofosfaat, te oordelen naar de specifieke activiteit in toestand 3 
en een overeenkomstige mate van koppeling van fosforylering aan ademhaling, 
te oordelen naar de RCR-verhoudingen voor dit substraat (hoofdstuk 3, fig. 2C 
en fig. 11). We mogen dus uit het ontbreken van NAD-reductie in S. car lsber-
gensismitochondriën onder invloed van de ademhaling met or-glycerofosfaat als 
substraat concluderen, dat de eers te fosforyleringstrap in deze mitochondriën 
ontbreekt. Hetzelfde geldt vermoedelijk eveneens voor succinaat, hoewel de 
ademhalingsregulatieverhoudingen in aanwezigheid van dit substraat lager wa-
ren dan in aanwezigheid van o-glycerofosfaat (hoofdstuk 3, vgl. fig. IE met 
fig. 2C) en ten aanzien van de succinaatoxydaseactiviteit, annex RCR, geen 
vergelijking met С. utilismitochondriën gemaakt i s . 
Wat betreft het ontbreken in mitochondriën van S. carlsbergensis van de 
door ATP geïnduceerde NAD-reductie zou men kunnen aanvoeren, dat bij de 
hoge graad van NAD-reductie, die reeds in aanwezigheid van KCN + a-g lycero-
fosfaat bereikt wordt (fig. 7), toevoeging van ATP nauwelijks meer tot de r e -
ductie zou kunnen bijdragen. Dit argument geldt evenwel niet voor succinaat, 
waarbij het reductieniveau in afwezigheid van ATP (fig. 7, curve KCN+succinaat) 
in het kritische pH-gebied van 7,4 - 7 , 8 slechts weinig uitkomt boven een over-
eenkomstig niveau bij C. utilis (fig. 5), waar ATP de NAD-reductie wel ver-
hoogde. 
Voor de snelle en extensieve NAD-reductie onder invloed van or-glycero-
fosfaat in met KCN geremde mitochondriën van S. carlsbergensis bij afwezig-
heid van ATP (fig. 7) is momenteel geen andere verklaring te geven dan dat in 
het mitochondriale preparaat een NAD-gekoppelde a-glycerofosfaatdehydroge-
nase voorkomt. Een andere mogelijkheid voor een via cy-glycerofosfaat verlo-
pende NAD-reductie zou de door aldolase en glyceraldehyde-3-fosfaatdehydro-
genase gekatalyseerde omzetting van dihydroxy-acetonfosfaat zijn, zoals door 
Bianchi, Penso en Azzone (1964) is voorgesteld om een gedeeltelijke remming 
van de a-glycerofosfaatoxydatie door rotenon in rattenlevermitochondriën te 
verklaren. Noch succinaat, noch TMPD + ascorbaat, welke even actieve elec-
tronendonoren voor de ademhalingsketen zijn als a-glycerofosfaat, waren qua 
snelheid en mate van reductie met a-glycerofosfaat te vergelijken (fig. 7, 8A). 
De NAD-gekoppelde cy-glycerofosfaatdehydrogenase in gist is bijzonder weinig 
onderzocht. In enkele bekende handboeken (J .S . Fruton & S.Simmonds, 1958; 
C. Long, 1961) wordt vermeld, dat het enzym slechts in geringe hoeveelheden 
in gist voorkomt, of niet in dit organisme is aangetoond. Literatuurreferenties 
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werden niet gegeven. Hommes (1966) toonde de NAD-gekoppelde enzymactivi-
teit aan in extracten van S. car lsbergensis , gekweekt op 0,6 % glucose. In gist 
gekweekt op 2 % glucose was de activiteit afwezig ten teken dat de enzymactivi-
teit glucoserepressie ondervindt. De aanwezigheid in de mitochondrien zal na-
der moeten worden onderzocht. In mitochondrien van C. utilis is het enzym niet 
aanwezig. Dit blijkt uit het experiment van fig. 8B en uit de ongevoeligheid van 
de a-glycerofosfaatoxydatie voor rotenon (hoofdstuk 5, fig. 3). De algehele ro-
tenon-ongevoeligheid van S. carlsbergensismitochondriën maakt een dergelijke 
test voor deze mitochondrien onmogelijk. 
Het represserend effect van ATP op de NAD-reductie o. i .v . cr-glycero-
fosfaat in S. carlsbergensismitochondriën (fig. 6A en 7) is een onbegrepen fe-
nomeen, dat wellicht in verband gebracht kan worden met de remming van de 
ademhaling in het zure gebied (hoofdstuk 8.) . Van beide verschijnselen ligt het 
optimum om en nabij pH 6. Bij het in hoofdstuk 8 beschreven fenomeen hebben 
we waarschijnlijk te maken met een remming van dehydrogenasen of van de 
permeabiliteit voor substraat . De oxydatie van het gevormde NADH zou kunnen 
geschieden met behulp van een NAD-gekoppelde dehydrogenase en een onder 
invloed van ATP gevormde waterstofacceptor. Oxydatie met behulp van O- is 
niet waarschijnlijk als we aannemen dat ATP geen invloed heeft op de remming 
van de ademhaling door KCN (98 % door 1 mM KCN, E . C . Slater, 1950). 
Aannemende, dat het maximale electronentransport bij pH 6 overeenkomt 
met 100-140 ιημπιοί 0„/mg eiwit χ min (hoofdstuk 3, fig. 2B en D),dan zou in 
aanwezigheid van 1 mM KCN een restademhaling van 2-3 πιμιηοΐ 0-/mg eiwit χ 
min verwacht mogen worden. Fluorimetrisch werd een oxydatiesnelheid na toe­
voeging van een ondermaat NADH (5,1 μΜ) bepaald, overeenkomende met 3, 2 
ιημπιοί 0 „ / m g eiwit χ min. De oxydatiesnelheid in aanwezigheid van ATP (fig. 7) 
zou minimaal 14 ιημπιοί 0-/mg eiwit χ min moeten zijn om de snelheid .waarmee 
NADH na toevoeging van ATP verdwijnt,te kunnen verklaren. 
V SAMENVATTING 
Mitochondrien van C. utilis vertoonden onder invloed van de ademhaling 
met a-glycerofosfaat of succinaat a l s substraat, alsmede onder invloed van ATP 
in aanwezigheid van KCN en succinaat of a-glycerofosfaat NAD-reductie. Deze 
reductie werd opgevat als een teken voor de aanwezigheid van de eers te fosfory-
leringstrap in deze mitochondrien. Het optimum van beide reducties lag tussen 
pH 7,4 en 7,8. De reductie onder invloed van ademhalingsenergie was minstens 
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10 χ zo effectief als onder invloed van ATP, mogelijk door een remmende ne­
venwerking van ATP op de electronenoverdracht van substraat op ademhalings­
keten,alsmede vanwege de snelheidsbeperking van de adeninenucleotide translo-
case. 
Mitochondriën van S. carlsbergensis vertoonden geen van beide bovenge-
noemde reducties ten teken van de afwezigheid van de eers te fosforyleringstrap 
in deze mitochondriën. De enige noemenswaardige reductie was in aanwezigheid 
van KCN door a-glycerofosfaat alleen, met een optimum tussen pH 6,35 en 6,65. 
Deze reductie werd noch door succinaat, noch door tetramethyl-p-fenyleendia-
mine + ascorbaat met die snelheid en in die mate veroorzaakt. Evenmin trad 
een dergelijke reductie op in mitochondriën van C. util is. Een NAD-gekoppelde 
or-glycerofosfaatdehydrogenase in mitochondriën van S. carlsbergensis lijkt 
aanwezig te zijn. Het gevormde NADH werd onder invloed van toegevoegd ATP 
geoxydeerd. Hypothesen ter verklaring van dit verschijnsel zijn besproken. 
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H O O F D S T U K 7 
FACTOREN DIE DE SUCCINAATOXYDATIE BEÏNVLOEDEN 
I INLEIDING 
In hoofdstuk 3 hebben we gezien dat het pH-optimum van de succinaatoxy-
datie (pH = 7) bepaald wordt door een remming van deze oxydatie bij pH-waar-
den boven dit optimum. Hier willen we dieper ingaan op de aard van deze rem-
ming en de repercussie daarvan op andere activiteiten van de citroenzuurcyclus. 
Chance and Hagihara (1962) vonden een overeenkomstige inhibitie na toevoeging 
van ADP aan duivenhartmitochondriën, waarbij NADH, flavoproteine en cyto-
chroom с in de geoxydeerde toestand bleven ten teken van remming op dehydro-
genaseniveau (A. Kroger, 1966). De remming werd toegeschreven aan het via 
de citroenzuurcyclus gevormde oxaalacetaat, dat een sterke competitieve rem-
— fi 
stof is van de succinaatdehydrogenase (K. = 1,5 χ 10" M, A.B. Pardee & V.R. 
Potter , 1948). Enkele feiten ondersteunden deze theorie echter niet. 
Azzone & E r n s t e r (1961) vonden geen reactivering van de succinaatoxyda-
tie door cystelnesulfinaat wanneer de remming door ontkoppelaars (arsenaat + 
dicumarol) werd veroorzaakt. Cystelnesulfinaat zou via transaminering met 
oxaalacetaat laatstgenoemde component hebben moeten verwijderen. Cystelne­
sulfinaat wordt daarbij in het instabiele ß-sulfinylpyruvaat omgezet, dat spon-
taan in pyruvaat en sulfiet ontleedt ( T . P . Singer & E . B . Kearney, 1955). Ver-
hoging van de succinaatconcentratie van 13 tot 65 mM had evenmin enig effect. 
Evenzeer tegen een remming door oxaalacetaat pleitte het feit, dat remming van 
de succinaatoxydatie niet optrad, wanneer fenazine-metosulfaat als electronen-
acceptor werd gebruikt (G.F. Azzone & L. Erns ter , 1960). Wel werd de rem-
ming onder invloed van exogeen ATP en ademhalingsenergie, afkomstig van de 
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oxydatie van een NAD-gekoppeld substraat (ß-OH-butyraat) opgeheven (G.F. 
Azzone & L. Erns te r , 1961). Genoemde auteurs lanceerden daarom de theorie, 
dat voor de succinaatoxydatie energie nodig zou zijn (reactie 1) : 
succinaat + A + ATP > fumaraat + AH ~ Ρ + ADP (1) 
AH ~ Ρ + В + ADP * А + BH + ATP (2), 
die via reactie 2 zou worden geregenereerd. A en В stellen daarbij componen­
ten van een redoxsysteem voor. Schollmeyer & Klingenberg (1961) vonden even­
min enig verband tussen de concentratie van oxaalacetaat en de mate van rem­
ming, maar wel een verband tussen mate van remming en de verhouding (ATP)/ 
(ATP) + (ADP) + (AMP). De remming nam af wanneer genoemde verhouding 
toenam. Dit zou wederom een indicatie zijn voor een energiebehoefte van de 
succinaatoxydatie. Bovengenoemde remmingen ontstonden namelijk na depletie 
van energierijke intermediairen door ontkoppelaars. Wilson & Merz (1967) heb­
ben daarbij melding gemaakt van een competitieve remming van de succinaat­
oxydatie door ontkoppelaars. Papa, Lofrumento, Paradies en Quagliariello 
(1967) vonden evenwel, dat de remming van de succinaatoxydatie door ontkoppe­
laars in aanwezigheid van rotenon, dat de oxydatie van malaat tot oxaalacetaat 
voorkomt, niet door ATP wordt opgeheven. 
De beschikbaarheid van energie werkt regulerend op de substraatopname (E. J . 
H a r r i s , К. van Dam & B.C. Pres sman, 1967). E r is gesuggereerd, dat ATP 
het transport van succinaat door het mitochondriale membraan zou bevorderen 
en daardoor de intramitochondriale succinaatconcentratie zou verhogen tot een 
niveau,waarop het met succes zou kunnen wedijveren met oxaalacetaat voor bin­
ding aan de dehydrogenase ( E . J . Harr i s , M . P . Höfer & B .C . Pressman , 1967). 
Tegen een effect van ATP via een omkering van de oxydatieve fosforylering 
(G.F. Azzone, L. Erns ter & M. Klingenberg, 1960) pleit het feit, dat de reac-
tivering niet door oligomycine geremd wordt ( J .B . Chappell, 1961; A. Kroger, 
1966). 
Een opheffing van een oxaalacetaatremming door ATP is te verklaren door 
vorming van fosfo-enolpyruvaat via: 
oxaalacetaat + ATP •* * P-enolpyruvaat + CO + ADP, 
gekatalyseerd door het enzym fosfopyruvaatcarboxylase. De rol daarvan bij het 
opheffen van de remming in konijnenniermitochondriën, die rijk zijn aan dit 
enzym, werd door Papa, Lofrumento en Quagliariello (1965) aangetoond. 
Als nevenproduct werd pyruvaat aangetoond. Bij kalfsretinamitochondriën werd 
verhoudingsgewijs meer pyruvaat aangetoond dan P-enolpyruvaat (S. Papa, N. E, 
Lofrumento, A.G. Secchi & E. Quagliariello, 1967). Atractyloside, maar niet 
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oligomycine remde het reactiveringsproces. 
Een andere verklaring, die gegeven is (N. Siliprandi, 1966) is de active­
ring van de oxydatie van endogene vetzuren, die onder vorming van acetyl-CoA 
oxaalacetaat kunnen wegvangen via condensatie tot ci traat of transcarboxylering 
onder vorming van malonyl-CoA en pyruvaat ( E . C . Slater, 1962). 
С. Gregolin en P . Scalcila (1965) suggereerden, dat een activerend effect 
van ATP te danken is aan binding aan de succinaatdehydrogenase onder gelijk­
tijdige verandering van zijn sterische configuratie. ATP stimuleerde de l ineaire, 
niet geremde beginsnelheid tot een waarde,die lag boven die, welke in aanwezig­
heid van cyste'inesulfinaat zonder toegevoegd ATP werd verkregen. Tijdens dit 
proces werd geen ATP gehydrolyseerd, het proces werd niet geremd door ont-
koppelaars en atractyloside en had dus niet van doen met een omkering van de 
oxydatieve fosforylering. De К veranderde onder invloed van het ATP-effect 
niet. Daarnaast werd een inhibitie door oxaalacetaat in aanwezigheid van een la­
ge succinaatconcentratie (1 mM) onderkend, welke door ATP werd opgeheven. 
Π MATERIALEN EN METHODEN 
De succinaatoxydatie werd gemeten op de polarografische wijze, gegeven 
in hoofdstuk 3. De condities zijn gegeven in de figuren en figuurteksten. De ex­
perimenten werden uitgevoerd met mitochondriën van S.car lsbergensis , op de 
gebruikelijke wijze bereid (hoofdstuk 2, fig. 3). 
ΠΙ RESULTATEN 
Zoals uit fig. IB blijkt, induceert ADP een remming van de succinaatoxyda­
tie, welke hier weergegeven is bij de pH, waarbij de remming het sterkst is 
(hoofdstuk 3). In tegenstelling tot het door Chance en Hagihara (1962) beschre­
ven verschijnsel is de door ADP veroorzaakte remming van voorbijgaande aard 
(fig. IB, ΔΙ suce.-ADP = 0,75 min,curve -ATP). Vermoedelijk wordt de rem­
ming opgeheven door het via oxydatieve fosforylering uit ADP gevormde ATP 
(fig. 5), terwijl de door Chance en Hagihara gebruikte duivenhartmitochondri'én 
daartoe vanwege een zekere mate van ontkoppeling niet in staat waren: "the 
respiratory control ratios in these preparations were considerably below the 
maximum" (B. Chance & B. Hagihara, 1962). 
Het is gebleken, dat het verschijnsel onder nauwkeurig gestandaardiseerde con-
dities moet worden bestudeerd. Toevoeging van succinaat op een tijdstip 1 min 
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3,βτη] buffer pH.7 ,ô 
0,2τη1Μνν lOmM s u c c i n a a t 
[Oj.O [0Β].Ο 
a i S» m M ADP 
Fig. 1. Kinetiek van het zuurstofverbruik van mitochondrién (Mw) van S.carlsbergensis met succinaat 
als substraat' (Al) bij pH 7, 8, succinaat werd 1 min na Mw toegevoegd. (A2) de remmende 
invloed van prefncubatie op de succinaatoxydatie en de reactivering door ATP, ДІ Mw-succ* 
(tijdsinterval in min tussen toevoeging van Mw en succinaat) werd gevarieerd, de overige con­
dities zijn als in (Al), de curven zijn zodanig verschoven, dat de punten van succi naattoe voe­
ging samenvallen met het overeenkomstige punt op de Lt Mw-succ. = 3 jmn-curve. (B) bij 
pH 7, 8, het remmende effect van ADP op de succinaatoxydatie en de reactivering door ATP. 
Getoond wordt de invloed van At succ. -ADP (tijdsinterval in min tussen toevoeging van suc­
cinaat en ADP, At Mw-succ. = 1 min), de curven zijn zodanig verschoven, dat de punten van 
toevoeging van ADP samenvallen met het overeenkomstige punt op de At succ. - ADP = 0, 75 
m in-curve, de meest linkse curve is de blanco zonder toegevoegd ADP. (C) bij pH 6, de rem­
mende werking van ATP op dt ademhaling in toestand 3. De onbenoemde getallen naast de 
curven geven specifieke activiteiten aan (τη μ mol O /mg eiwit χ min). De aanduiding + en -
ATP bij gedeeltelijk samenvallende curven geeft aan of wel of niet ATP werd toegevoegd. 
De mitochondriale concentratie is in experiment Al + A2, В en С respectievelijk 1, 0,8 en 
0, 8 mg eiwit/ml. 
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na het inpipetteren van de mitochondriale suspensie geeft een lineair ademha-
lingsverloop (fig. 1A1 en B, At Mw-succ. = 1 min). Vergroting van het tijds-
interval tussen toevoeging van de mitochondriale suspensie en succinaat (ut Mw-
succ.) van 3 tot 10 min doet de beginsnelheden van oxydatie afnemen (fig. 1A2). 
Tevens verliezen de curven hun lineaire karakter . Dit verschijnsel is eveneens 
door Schollmeyer en Klingenberg (1961) voor duivenspiermitochondriën vastge-
steld en is vermoedelijk te wijten aan de accumulatie van een inhibitor tijdens 
preincubatie van de mitochondriën en/of een daling van de verhouding (ATP)/ 
(ATP) + (ADP) + (AMP) (zie INLEIDING). 
De remming werd in de experimenten van Schollmeyer en Klingenberg evenals 
hier (fig. 1A2) door exogeen ATP opgeheven. In tegenstelling tot de door ADP 
geïnduceerde remming (fig. IB) trad hier geen herstel van de ademhaling in. 
Het endogene ATP-niveau is daarvoor kennelijk te gering. Toevoeging van ATP 
aan het reactiemengsel in het experiment van fig. 1A1, waarbij nog geen rem-
ming optrad, veranderde aan het verloop van de curve niets. Dit is in tegenstel-
ling tot de door Gregolin en Scalcila (1965) beschreven experimenten, waarbij 
juist de ongeremde aanvangssnelheid door exogeen ATP werd verhoogd. De on-
geremde succinaatdehydrogenase heeft in mijn preparaten kennelijk geen acti-
vering door ATP nodig (zie INLEIDING). 
Vergroting van het tijdsinterval tussen de toevoeging van succinaat en ADP 
(At succ.-ADP) veroorzaakt een toename van de door ADP geïnduceerde rem-
ming (fig. IB) bij gelijkblijvend tijdsinterval tussen toevoeging van de mitochon-
driën en succinaat (1 min in fig. IB). Ook deze remmingen worden weer door 
exogeen ATP opgeheven (fig. IB, vgl. curve - en + ATP, At succ.-ADP = 0,75 
min). Het exogene ATP, in de hier gebruikte concentraties, levert kennelijk 
meer bescherming tegen de door ADP geïnduceerde remming dan de geringere 
hoeveelheid ATP, die endogeen uit het toegevoegde ADP via oxydatieve fosfory-
lering werd gevormd. Toevoeging van een nieuwe hoeveelheid ADP herstelde in 
het laatste geval de remming (fig. IB, curve - ATP, At succ.-ADP = 0,75 min), 
in het eers te geval niet (fig. IB, curve + ATP, At succ. - ADP= 0,75 min). Dit 
is een kwestie van een concentratiever schil, of ook van een localisatieverschil , 
bijvoorbeeld door remming van de adeninenucleotide translocase door exogeen 
ATP (M. Klingenberg & E . Pfaff, 1966). 
Geen van de verschijnselen, waargenomen bij pH 7, 8 deden zich voor bij 
pH 6. Vergroting van het tijdsinterval At Mw-succ. van 1 tot 10 min gaf geen 
vermindering van de specifieke activiteit van de succinaatoxydatie (toestand 4, 
succinaatconcentratie = 10 mM). Toevoeging van 0,38 mM ADP 1 , 5 - 6 min na 
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10 mM succinaat en toevoeging van 0,19 - 0,94 mM ADP 1,5 min na 10 mM 
succinaat (Δί Mw- suce. = 1 min) gaf in alle gevallen dezelfde activering tot 
toestand 3 te zien. Toevoeging van 0,38 mM ADP 1,5 min na 2 - 20 mM succi­
naat (ΔΙ Mw - succ. = 1 min) gaf in alle gevallen aanleiding tot een versnelling 
tot een toestand 3 ademhaling. De bovenbeschreven remmingsverschijnselen 
onder invloed van prelncubatie van de mitochondriën en ADP zijn kennelijk een 
gevolg van de alkalische pH. Het enige vermeldenswaardige effect bij pH 6 was 
een remming door toegevoegd ATP van de ademhaling in toestand 3 (fig. 1С). 
Een tweede toevoeging van ADP (0,19 mM) hief de remming niet op, dit in te­
genstelling tot een versnelling van de oxydatie van toestand 4 tot een tweede 
toestand 3 onder invloed van dezelfde concentratie ADP bij de blanco (fig. 1С, 
curve - ATP). Op deze substraat-aspecifieke remming zal in het volgende hoofd­
stuk ingegaan worden. 
In verband met de kritische afhankelijkheid van de activiteit van de succi­
naatoxydatie van de grootte van het tijdsinterval tussen toevoeging van mitochon­
driën, succinaat en ADP (fig. 1 Al , A2 en B), werden bij een nadere kwantita-
tieve bestudering van de door ADP geïnduceerde remming (fig. 2, 3) deze inter-
vallen constant gehouden. Toename van de hoeveelheid toegevoegd ADP veroor-
zaakte een toenemende remming van de succinaatoxydatie, die evenwel onder de 
condities van fig. 2 ver re van volledig was (ca. 50%). Dit is een indicatie, dat 
ADP niet zelf de inhibitor was, maar de inhibitor induceerde. Fig. 3 leidt tot 
Fig. 2 . De maximale remming van de suc-
cinaatoxydatie in afhankelijkheid 
van de ADP-concentratie. Testcon-
dities: 3,8 ml reactiemedium, pH 
7, 8, + 0, 2 ml mitochondriën (4, 1 
mg eiwit), succinaat (10 mM), 1 
min na de mitochondriën toege-
voegd en ADP (toenemende con-
centraties), 1, 75 min na de mi to -
chondriën toegevoegd. 
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Fig. 3. Succinaatoxydatie (zonder, -, en 
met, +, toegevoegd ADP) bij pH 7, 8. 
De abscis geeft de reciproque waarde 
van de succlnaatconcentratie weer, 
de ordinaat de reciproque specifieke 
aanvangsactiviteit. Testcondities: 
3,8 ml reactiemedium, pH 7,8,+ 
0, 2 ml mitochondrién (3,1 mg eiwit), 
ADP en succinaat werden respectieve-
lijk 0,5 en 1 min na de mitochondri-
en toegevoegd.f · · ) blanco 
(- ADP), (O O) succinaatoxy-
datie in aanwezigheid van 0,38 mM 
ADP, (Û Δ) succinaatoxydatie 
in aanwezigheid van 0, 94 mM ADP. 
dezelfde conclusie. De Lineweaver-Burkdiagrammen voor de succinaatoxydatie 
in aanwezigheid van 0,38 en 0,94 mM ADP vallen samen. De door ADP geïndu-
ceerde remming was van het competitieve type (fig. 3). 
1,dml buffer 
DH. 7.6 
0.2mlMw 
2,5inM 
L-mqlacxt 
З.вті buffer 3,β ml buffer 
ρΗ.7,β pH.7,e 
0.2ml Mw 
Ю т М 
citraat 
pímlMw 
12,5mMa-ketog]utaraat 
— S.SmMpyruvqa 
[OjJ.O ADP [O,]s0 ADP [O¿].0 
Fig. 4. Invloed van de door ADP geïnduceerde remming op de oxydatie van L-malaat + pyruvaat (A), 
citraat (B) en cy-ketoglutaraat (C) bij pH 7, 8. De mitochondriale concentratie is 1 (A), 0, 8 
(B) en 1 mg eiwit/ml (C), ADP staat voor 0,19 mM ADP, de onbenoemde getallen naast de 
curven zijn specifieke activiteiten (m|J.mol O /mg eiwit χ min). 
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Ten slotte is de repercussie van deze remming op andere citroenzuurcy-
clusactiviteiten, met name de oxydatie van L-malaat + pyruvaat, citraat en a-
ketoglutaraat, nagegaan (fig. 4). Alleen bij de oxydatie van L-malaat + pyruvaat 
trad bij een tweede toevoeging van ADP een cyclus van activering, remming en 
reactivering op, zoals we die ook bij de succinaatoxydatie hebben gezien (hoofd-
stuk 3, fig. 8). Mogelijk is de remstofconcentratie (vermoedelijk oxaalacetaat) 
bij de oxydatie van L-malaat + pyruvaat groter dan bij de oxydatie van citraat 
en at-ketoglutaraat en wel vanwege de hogere malaatconcentratie in het eers te 
geval. Wel neemt de specifieke oxydatieve activiteit bij de oxydatie van citraat 
en a-ketoglutaraat na opeenvolgende toevoegingen van ADP af (fig. 4B en C), 
wat vergeleken zou kunnen worden met een toename van de remming bij toene-
mend interval tussen toevoeging van substraat en ADP (fig. 1). Het is dus niet 
uitgesloten, dat de voor de succinaatoxydatie beschreven remming in het alka-
lisch gebied tevens doorwerkt op daaraan voorafgaande citroenzuurcyclusacti-
viteiten en wel in afhankelijkheid van de substraatconcentraties. 
IV DISCUSSIE 
De remming van de succinaatoxydatie onder invloed van toevoeging van ADP 
is onder bepaalde condities (een klein tijdsinterval tussen toevoeging van mito-
chondriën, succinaat en ADP) ve r re van volledig (fig. 2, 3), terwijl deze rem-
ming groter wordt met een toenemend tijdsinterval tussen de toevoeging van suc-
cinaat en ADP (fig. 1). Dit duidt erop, dat ADP niet zelf de remming veroor-
zaakt, maar deze induceert. Het is aannemelijk, dat zich bij de succinaatoxyda-
tie (toestand 4) een product ophoopt, waaruit onder invloed van de oxydatie in 
aanwezigheid van ADP (toestand 3) de remstof wordt gevormd. Waarschijnlijk 
is dit oxaalacetaat. De competitiviteit van de remming (fig. 3) sluit daarbij aan 
gezien het feit dat oxaalacetaat een competitieve remmer is van de succinaatde-
hydrogenase (A .B . Pardee & V.R. Potter , 1948). Dat malaat zich in toestand 4 
ophoopt en niet geoxydeerd wordt, terwijl dit met succinaat wel gebeurt (fig. 
1A1 en B), zou veroorzaakt kunnen worden doordat de malaatoxydatie een s te rke-
re ademhalingsregulatie ondervindt dan de oxydatie van succinaat. Een energie-
gekoppelde NAD-reductie in toestand 4 onder invloed van de succinaatoxydatie, 
met als gevolg een verschuiving van het evenwicht van de malaatoxydatie in de 
richting van malaat is als verklaringsmogelijkheid uitgesloten. Deze reductie 
komt in mitochondriën van S. carlsbergensis niet voor (hoofdstuk 6). Een andere 
verklaring zou zijn.dat de intramitochondriale oxaalacetaatconcentratie wordt 
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gereguleerd door de werking van de fosfopyruvaatcarboxylase: 
oxaalacetaat + ATP r >• fosfo-enolpyruvaat + CO. + ADP 
Het daarbij verbruikte ATP kan via oxydatieve fosforylering van ADP tot ATP 
worden teruggevormd enz. Toevoeging van ADP kan de reactie omkeren en een 
remming van de succinaatoxydatie door oxaalacetaat ontketenen. Een dergelijk 
mechanisme verklaart een toename van de remming met toenemende hoeveelhe-
den ADP (fig. 2). 
Een toename van de remming bij een groter worden van het tijdsinterval àt 
suce. - ADP (fig. 1) zou dan te verklaren zijn door accumulatie van fosfo-enol-
pyruvaat. 
De remming wordt door ATP opgeheven. Hiervoor komt zowel exogeen ATP 
in aanmerking als waarschijnlijk het endogene ATP, dat via de oxydatieve fosfo-
rylering uit het toegevoegde ADP gevormd wordt. Een indicatie voor het laatste 
is het resultaat van het experiment in fig. 5, waaruit blijkt, dat de hoeveelheid 
З.вт] buffer ρΗ.7.β 
0,2inl Mw 
1 ЮтМ ЮтМ 
1 euccinaat euccinaat 
0,095шМ 
ADP 
Fig. 5. Invloed van de ADP-concentratie op de hoeveelheid zuurstof, 
verbruikt tussen begin en eind van de door ADP geïnduceerde 
remming. De condities zijn, afgezien van de concentraties 
toegevoegd ADP, in (A) en (B) dezelfde. 
Mitochondriale concentratie 1 mg eiwit/ml. De onbenoemd«* 
getallen naast de curven zijn speficieke activiteiten (m^mol 
O /mg eiwit χ min). 
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zuurstof, verbruikt tussen het begin van de remming en het herstel van de oor-
spronkelijke oxydatieve activiteit, toeneemt met toenemende concentraties toe-
gevoegd ADP, 
Als reguleringsmechanisme zou wederom de fosfopyruvaatcarboxylase kunnen 
worden aangezien. In deze richting wijzen ook de resultaten van Papa, Lofrumen-
to en Quagliariello (1965). ATP versnelde de succinaatoxydatie in aanwezigheid 
van ontkoppelaars en oligomycine, verlaagde deconcentratie oxaalacetaat (bepaald 
als aspartaat) en verhoogde gelijktijdig de fosfo-enolpyruvaatconcentratie. 
De hier beschreven inhibitie treedt op de voorgrond bij pH-waarden boven 7. 
In verband daarmee kunnen drie mogelijkheden beschouwd worden: 
a) alkalische pH-waarden begunstigen de vorming van de remstof; 
b) de remstof wordt eveneens bij pH-waarden onder 7 gevormd, maar het enzyma-
tisch proces , betrokken bij het opheffen van de remming met behulp van ATP, 
heeft een zuur pH-optimum; 
c) de fosforyleringsefficiëntie, verantwoordelijk voor de vorming van ATP en 
daardoor tevens mede verantwoordelijk voor regulatie van de remming, zou 
beneden pH 7 groter kunnen zijn dan erboven. 
Mogelijkheid a en b zijn waarschijnlijk beide waar. L-malaatdehydrogenase van 
gist (S. cerevisiae) heeft in fosfaatbuffer met methyleenblauw als electronenaccep-
tor een pH optimum tussen pH 8 en 9 (P. Slonimski, 1953), terwijl de fosfopyru-
vaatcarboxylase uit dezelfde gistsoort een pH-optimum heeft in het zure gebied 
(pH 5,4, J . J . B . Cannata & A.O.M. Stoppani, 1963). Onder invloed van amytal 
blijkt de regulerende werking van laatstgenoemd enzym geremd te kunnen zijn 
(hoofdstuk 5, fig. 5D). In aanwezigheid van amytal induceerde ADP bij pH 7 een 
remming van de succinaatoxydatie, welke van vergelijkbare grootte was als de 
hier bij pH 7,8 optredende remmingen. Het experiment zonder amytal vertoonde 
bij dezelfde pH deze remming niet. 
Mogelijkheid с is niet waarschijnlijk vanwege de geringe afhankelijkheid van de 
P/O-verhouding van de pH (hoofdstuk 3, par . ПІ.2.Ь). 
Een verklaring van de door ADP geïnduceerde remming op basis van een 
depletie van energierijke intermediairen, die nodig zouden zijn voor de aërobe 
succinaatoxydatie (G. F . Azzone & L. Erns ter , 1960, 1961; G. F . Azzone, L. 
Erns ter & M. Klingenberg, 1960; E . J . Har r i s , M . P . Höfer & B . C . P re s sman , 
1967), is minder gemakkelijk met bepaalde eigenschappen van de remming te 
verenigen. Een van die eigenschappen is de toenemende remming bij toenemend 
tijdsinterval tussen toevoeging van succinaat en ADP (fig. IB). 
Tegen een remming op basis van de vorming van oxaalacetaat is als be-
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zwaar ingebracht, dat ATP geen invloed had op de oxaalacetaatspiegel in de mi­
tochondriale suspensie, maar wel de geremde ademhaling reactiveerde (P. Scholl-
meyer & M. Klingenberg, 1961). Afgezien van resultaten, die dit tegenspreken 
(S. Papa, N . E . Lofrumento & E. Quagliariello, 1965; S. Papa, N . E . Lofrumento, 
A.G. Secchi & E. Quagliariello, 1967), gaat het bij de remming slechts om oxaal-
acetaat, dat tot de succinaatdehydrogenase kan doordringen. Laatstgenoemd enzym 
is gelocaliseerd in de mitochondriale binnenmembraan, terwijl de malaatdehydro-
genase in de matrixruimte voorkomt (M. Klingenberg & E. Pfaff, 1966; G. L. Sot­
tocasa, В. Kuylenstierna, L. Ersnter & A. Bergstrand, 1967; D . F . P a r s o n s , 
G.R. Williams, W. Thompson, D. Wilson & B. Chance, 1967). Oxaalacetaat zal 
dus in de matrixruimte gevormd worden en waarschijnlijk is het membraan slecht 
permeabel voor deze stof (J .B. Chappell, 1968). Bij de remming van de succinaat­
dehydrogenase zal het derhalve waarschijnlijk om kleine concentraties oxaalace­
taat gaan, die slechts een klein gedeelte van het totaal uitmaken (B. Chance & В. 
Hagihara, 1962). De localisatie van de fosfopyruvaatcarboxylase is in dit verband 
van het grootste belang. 
Resumerend kunnen we stellen, dat van de mogelijkheden van remming: 
1. o. i .v. de vorming van oxaalacetaat, 
2. depletie van energierijke intermediairen, nodig voor de aërobe oxydatie, de 
eers te mogelijkheid het meest bij de door mij verkregen resultaten aansluit. 
De mogelijkheid van een activering van de succinaatdehydrogenase door ATP vol-
gens een mechanisme, als voorgesteld door Gregolin en Scalcila (1965), kan bui-
ten beschouwing blijven. 
V SAMENVATTING 
De remming van de succinaatoxydatie onder invloed van toegevoegd ADP bij 
pH-waarden boven 7 is bij pH 7, 8 bestudeerd. De remming van de succinaatoxy-
datie zonder ADP nam toe bij toenemend tijdsinterval tussen toevoeging van mi-
tochondriën en succinaat. Bij een tijdsinterval van 1 min werd een lineair verloop 
van de succinaatoxydatie verkregen en dit tijdsinterval is bij bestudering van de 
door ADP geïnduceerde remming aangehouden. Deze remming nam toe bij toene-
mend tijdsinterval tussen toevoeging van succinaat en ADP (ΔΙ suce. - ADP), mo­
gelijk ten gevolge van via de fosfopyruvaatcarboxylase of malaatdehydrogenase 
gevormd oxaalacetaat. De remming nam toe met toenemende ADP-concentratie 
en bereikte bij ΔΙ suce. - ADP = 0,75 min bij 0,94 mM ADP een maximum van ca. 
50%. De door ADP geïnduceerde inhibitie was van voorbijgaande aard, vermoede-
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lijk onder invloed van het via de oxydatieve fosforylering uit ADP gevormde 
ATP. Het zuurstofverbruik tussen begin en eind van de remming nam toe met 
toenemende hoeveelheden toegevoegd ADP. Extramitochondriaal toegevoegd 
ATP in millimolaire concentraties herstelde eveneens de oxydatieve activiteit 
en beschermde deze tegen verdere reminducties door toegevoegd ADP. Het en-
dogeen via de oxydatieve fosforylering uit toegevoegd ADP gevormde ATP bood 
deze bescherming niet. Een tweede toevoeging van ADP veroorzaakte een her-
nieuwde remming. 
Toevoeging van exogeen ATP aan de ongeremde blanco had geen invloed op de 
oxydatiesnelheid, op grond waarvan een activeringsmechanisme van het type, 
zoals voorgesteld door Gregolin en Scalella (1965), viel uit te sluiten. 
De remming, ontstaan door prelncubatie van de mitochondri ën ббг toevoeging 
van succinaat.was niet van voorbijgaande aard, maar nam allengs toe tot een 
permanent maximum. Exogeen ATP herstelde ook hier de oxydatieve activiteit. 
De door ADP geïnduceerde remming was competitief met succinaat, aansluitend 
bij de gedachte van een door de competitieve remstof oxaalacetaat veroorzaakte 
inhibitie. De reactivering van de geremde oxyda ti e door ATP is toegeschreven 
aan de werking van de fosfopyruvaatcarboxylasereactie. 
De beschreven remmingen zijn beperkt tot het alkalische pH-gebied en werden bij 
pH 6 niet aangetroffen. Bij pH 6 werd een remming van de succinaatoxydatie 
door millimolaire concentraties extramitochondriaal toegevoegd ATP waargeno-
men, waarop in het volgende hoofdstuk zal worden ingegaan. 
Een vermoedelijke oorzaak van de pH-afhankelijkheid van de door ADP geïndu-
ceerde remming is gegeven op grond van een regulatie door de malaatdehydro-
genase met een alkalisch pH- optimum en de fosfopyruvaatcarboxylase met een 
zuur pH-optimum. Een vergelijking is gemaakt tussen de op deze theorie geba-
seerde verklaring van het remeffect en een theorie, gebaseerd op depletie en 
aanzuivering van energierijke intermediairen van de oxydatieve fosforylering, 
nodig voor de succinaatoxydatie. Eventuele proefondervindelijke bezwaren tegen 
de eers te theorie zijn vooreen deel ondervangen. 
Tevens is nagegaan de doorwerking van de door ADP geïnduceerde remming van 
de succinaatoxydatie op voorafgaande activiteiten van de citroenzuurcyclus. 
Daarvan vertoonde alleen de oxydatie van L-malaat + pyruvaat bij pH 7,8 een 
door ADP geïnduceerde cyclus van activering, remming en reactivering, zoals 
ook voor de succinaatoxydatie is waargenomen. 
De oxydaties van ci traat en a-ketogluraat vertoonden ditzelfde verschijnsel niet, 
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maar wel een geleidelijk afnemende ademhalingsactiviteit in toestand 3, indica-
tief voor een doorwerking van genoemde remming ook bij deze oxydaties. 
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H O O F D S T U K 8 
REMMING VAN DE ADEMHALING DOOR ADENOSINE-TRIFOSFAAT 
I INLEIDING 
In het vorige hoofdstuk is in het kort een remming van de ademhaling door 
ATP aangegeven (hoofdstuk 7, fig. 1С). Daar ATP een normaal celbestanddeel 
is, waarvan de vorming onder aërobe condities door de oxydatieve fosforylering 
wordt gereguleerd, zou bovengenoemde remming als een factor van betekenis 
voor de mitochondriale metabole regulatie kunnen worden gezien. Zoals reeds in 
hoofdstuk 1 is besproken, wordt de aan de fosforylering gekoppelde ademhaling 
in principe gereguleerd door de verhouding (ATP)/(ADP) (Pi), de zgn. fosfaat-
potentiaal. Voor toestand 4 is een "remming" van de ademhaling door ATP be-
schreven (M. Klingenberg & P . Schollmeyer, 1960), welke evenwel door toevoe-
ging van Pi en ADP teniet werd gedaan. Een remming van de ademhaling in toe-
stand 3 via een omkering van de oxydatieve fosforylering is tot nog toe niet aan-
getoond. Bij de oxydatie van glutamaat door duivenhartmitochondriën had ATP 
wel een remmende werking in toestand 3 (M.C. Blanchaer, C . -G . Lundquist en 
T . J . Griffith, 1965), mogelijk tengevolge van de omkering van de succinaat-
thiokinasereactie, of door allosterische remming door ATP van de L-glutamaat-
dehydrogenase (J. Monod, J.Wyman & J . -P .Changeux , 1965). 
Het evenwicht ligt bij de oxydatieve fosforylering kennelijk tamelijk ver in de 
richting van de vorming van ATP. De in dit hoofdstuk te bespreken remming van 
de ademhaling door ATP vindt wel plaats in toestand 3 en ook bij substraten, die 
bij hun oxydatie de succinaat-thiokinasereactie niet doorlopen. De condities, 
waaronder de remming maximaal i s , zullen worden nagegaan en worden vergele-
ken met een bepaalde metabole situatie in de cel. 
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Π MATERIALEN ΕΝ METHODEN 
De remming werd bestudeerd aan mitochondriën van S. car lsbergensis , be-
reid op de gebruikelijke wijze (hoofdstuk 2, fig. 3). De remming werd bepaald, 
zoals aangegeven in fig. 1С van hoofdstuk 7, na toevoeging van ATP in toestand 
3. Bepaald werd de eindwaarde van de specifieke oxydatieve activiteit voordat 
het testsysteem anaëroob werd. De aangegeven waarden voor ATP, ADP en Pi 
zijn aanvangswaarden, die niet gecorrigeerd zijn voor veranderingen tengevol-
ge van de oxydatieve fosforylering. Wel zijn ADP en ATP na een constant ge-
houden zuurstofverbruik toegevoegd, zodat verwacht mag worden, dat genoem-
de correct ie bij een constante P/O-verhouding voor een bepaald substraat e-
veneens constant is ; bij een P / O van 1,5 wordt ca. 0,5 mM als correct ie bere -
kend. 
ΠΙ RESULTATEN 
Uit fig. 1 blijkt, dat een optimale remming van de ademhaling in toestand 
3 door toegevoegd ATP bij pH 6,1 plaats vindt (A-E, oxydatie van L-malaat + 
pyruvaat, citraat, aethanol, succinaat en a-glycerofosfaat). De oxydatie van as-
corbaat + TMPD (F) wordt niet geremd. Remming wordt geconstateerd in het 
pH-gebied tussen 5,7 en 6,7. De remming door ATP is een anion-effect want 
deze trad niet op wanneer in plaats van Na_K„ATP een aequimolaire hoeveel­
heid Na en К werd toegevoegd in chloride- of fosfaatvorm. 
Dat een verontreiniging in het ATP de eigenlijke remstof is , valt niet zonder 
meer uit te sluiten. Zowel verschillende productienummers van het preparaat 
als preparaten van verschillende producenten (Sigma's equine muscle ATP en 
ATP van Boehringer & Soehne) gaven echter overeenkomstige remmingen te 
zien. 
Een verlaging van de oxydatiesnelheid door een omkering van de oxydatie­
ve fosforylering is in toestand 3 niet waarschijnlijk (zie INLEIDING). Bovendien 
had toevoeging van dinitrofenol (20-40 μΜ) in de geremde fase geen enkele in­
vloed op het verloop van de remming. Bij de blanco trad een onmiddellijke ver­
snelling van de ademhaling op na het bereiken van toestand 4 als gevolg van ont­
koppeling door toevoeging van eenzelfde concentratie dinitrofenol. 
Fig. 2 vertoont de remming van de oxydatie van verschillende substraten 
in afhankelijkheid van de ATP-concentratie. De oxydatie van de substraten 
aethanol, NADPH, citraat en succinaat wordt het sterkst door ATP geremd: 
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Fig. I. Remming van de ademhaling (toestand 3) door ATP in afhankelijkheid van de pH. Samenstel­
ling reactiemedium standaard (hoofdstuk 2, fig. 14), behalve, dat in Б-F 10 т М histidine 
extra was toegevoegd. Substraatconcentraties: L-malaat (2,5 mM) + pyruvaat (2,5 mM), c i­
traat (10 т М ) , aethanol (5 тМ), succinaat (10 mM), CY-glycerofosfaat (6, б mM), ascorbaat 
(3,8 mM) + TMPD (0, 125 mM). Concentratie Pi (9,8 mM), ADP(0,S6 mM) en ATP(2,7 mM). 
Mitochondriale concentratie 0,8-1,2 mg eiwit/ml. Reactietemperatuur 21 0 C. De open en ge­
sloten symbolen geven twee afzonderlijke experimenten aan; - en + ATP duidt op afwezigheid 
en aanwezigheid van exogeen ATP, de ademhaling in toestand 4 bij afwezigheid van exogeen 
ATP is tevens weergegeven. 
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Fig. 2. Remming van de ademhaling (toestand 3) in afhankelijk­
heid van de concentratie ATP. Samenstelling reactieme­
dium als in fig. 1 (В - F) . Substraatconcentraties, voor 
го ег niet reeds in fig. 1 weergegeven: NADPH (1,9 mM), 
NADH (1,5 mM). De gebruikte afkortingen aeth., citr., 
s u c c , Of-gf. en asc. staan voor respectievelijk aethanol, 
citraat, succinaat, O-glycerofosfaat en ascorbaat. De pH 
van het reactiemengsel was in de experimenten, aange­
duid met aeth. (6,07 - 6, 15), citr. (6,06 - 6,11), NADPH 
(6,20 - 6,25), succ. (6,11 - 6,15),a-gf. (6,05 - 6,08), 
asc. +TMPD (6, 15 - 6,24), NADH (6, 15 - 6,23). 
De concentratie Pi en ADP was als in fig. 1, de concentra­
ties ATP als aangegeven op de abscis. Mitochondriale con­
centratie 0,9 - 1, 1 mg eiwit/ml. Reactietemperatuur 21°C. 
Het gemiddeld ademhalingsniveau in toestand 4 bij afwezig­
heid van ATP (4) is rechts in de figuur weergegeven. 
-22 tot -40 m^mol 0„/mM ATP (raaklijn aan de curve door het punt, overeen­
komend met ATP = 0 ) . De oxydatie van a^glycerofosfaat wordt zwak (-6 ιτίμπιοί 
O /mM ATP), die van ascorbaat + TMPD en van NADH in het geheel niet door 
ATP geremd (fig. 2). 
De specifieke activiteit in toestand 3 daalt voor verschillende substraten onder 
het niveau van toestand 4, zij het bij verschillende concentraties ATP: aethanol 
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Fig. 3. De antagonistische werking van fosfaat op de remming van de oxydatie (toestand 3) door ATP. 
Samenstelling reactiemedium als in fig. 1 (B-F) Concentraties van de substraten als aangege­
ven in fig. 1 en 2, ADP en ATP als in fig 1, de concentraties fosfaat als weergegeven op de 
abscis. De pH van het reactiemengsel was in А (6, 05 -6,17), В (6,02 - 6, 20), С (6, 20-
6,40), D(6,05 -6,15), E (6,05 -6,10), F (NADH, open symbolen, 6,20-6,35, gesloten 
symbolen, 6,10 - 6, 25, ascorbaat + TMPD, 6,05 - 6, 20). Open en gesloten symbolen (F, NADH) 
geven twee verschillende experimenten aan. Mitochondriale concentratie 0,8-1,2 mg eiwit/ml. 
Reactietemperatuur 210C. De aanduiding - en + ATP duidt op de afwezigheid en aanwezigheid 
van toegevoegd ATP, tevens is de toestand 4 ademhaling bij afwezigheid van exogeen ATP weer­
gegeven. 
1 7 5 
(0,65 mM ATP), succinaat (0,85 mM ATP), NADPH (1,35 mM ATP) en citraat 
(3,35 mM ATP). 
De remming is afhankelijk van zowel de concentratie anorganisch fosfaat 
in het reactiemedium als van de concentratie toegevoegd ADP (fig. 3 en 4). 
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Fig. 4. De antagonistische werking van ADP op de remming van de oxydatie 
(toestand 3) door ATP (A - C) en de remming van de toestand 3 oxyda­
tie van NADffl door ADP (D). Samenstelling reactiemedium als in fig. 
1 (В-F). Concentraties van de substraten als aangegeven in fig. 1 e n 2 , 
ATP en Pi als in fig. 1, de concentraties toegevoegd ADP als aangegeven 
op de abscis. 
De pH van het reactiemengsel was in A (6 - 6,05), В (6, 07 - 6 , 1 6 ) , 
С (S, 95 - 6, 05), D (6, 2 5 - 6 , 30). Mitochondriale concentratie 0, 6 - 0, 9 
mg eiwit/ml. Reactietemperatuur 21 С. De aanduidingen - en + ATP en 
toestand 4 hebben de betekenis, die daaraan in de vorige figuurteksten is 
gehecht. 
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Bij beide gaat een toename gepaard met een vermindering van de remming door 
ATP. Of er evenwel een verband bestaat tussen de mate van remming en de 
grootte van de fosfaatpotentiaal, ongeacht in welke concentratie (ATP), (ADP), 
of (Pi), een verandering heeft plaats gevonden, is niet zeker. Dit zal aan de 
hand van bepaling van extra- en intramitochondriaal ATP, ADP en P . moeten 
worden vastgesteld. Een dergelijke afhankelijkheid lijkt in elk geval voor 
NADPH niet volledig op te gaan. Bij 30 mM P. wordt een plateau bereikt, dat 
duidelijk onder dat van de blanco ligt (fig. 3C). Bovendien remt ADP deze oxy­
datie (fig. 4D). 
De antagonistische werking van de fosfaatconcentratie op de remming door 
ATP neemt af in de reeks citraat, tr-glycerofosfaat, aethanol, succinaat, NADPH, 
NADH en ascorbaat + TMPD. De oxydatie van NADH en ascorbaat + TMPD wordt 
zelfs bij de laagste fosfaatconcentraties niet door ATP geremd (fig. 3F). Het ge­
bogen verloop van de curve voor citraat (fig. ЗА, toestand 3 + ATP) in tegenstel­
ling tot de rechte aanvangstrajecten voor aethanol, NADPH, succinaat en a-gly-
cerofosfaat (zie fig. 3B-E), wordt vermoedelijk veroorzaakt door de invloed van 
de succinaat-thiokinasereactie. Iets dergelijks vinden we terug in fig. 4A bij de 
invloed van de ADP-concentratie op de remming van de ademhaling door ATP. 
De antagonistische werking van toegevoegd ADP neemt af in de reeks citraat, 
succinaat en aethanol. 
Een zeer anomaal gedrag vertoont de oxydatie van NADPH onder invloed van 
toenemende concentraties toegevoegd ADP (fig. 4D). Toestand 3 wordt allengs 
verlaagd tot een niveau, dat vanaf 5,5 mM ADP practisch samenvalt met dat van 
toestand 4. Een remming van de ademhaling van submitochondriale deeltjes door 
ADP is beschreven door Gregg en Lehninger (1963), maar deze was volkomen 
aspecifiek. In figuur 4D gaat het om intacte mitochondriën, terwijl de remming 
specifiek blijkt te zijn voor de oxydatie van NADPH. 
IV DISCUSSIE 
De in dit hoofdstuk beschreven remming van de ademhaling door ATP in het 
zure gebied is tamelijk aspecifiek en treedt op bij de oxydatie van L-malaat + 
pyruvaat, ci traat , succinaat, aethanol, a-glycerofosfaat en NADPH, maar niet 
bij die van NADH en ascorbaat + TMPD. 
Dit laatste houdt in, dat de remming niet plaats vindt in het gebied van de adem-
halingsketen tussen coenzym Q en cytochroom a„. Evenmin is als voornaamste 
oorzaak het terugdringen van de succinaat-thiokinasereactie aan te wijzen. 
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Bij de oxydatie van verschillende van de genoemde substraten, die door ATP 
geremd wordt, is de succinaat-thiokinasereactie niet betrokken. Bij de oxyda­
tie van citraat, waarbij deze reactie wel een rol speelt, is de invloed daarvan 
bij de antagonistische werking van fosfaat en ADP op de door ATP veroorzaak­
te remming onderkend. De remming zou dus moeten plaats vinden in het gebied 
van de ademhalingsketen tussen NAD en coenzym Q. De oxydatie van verschil­
lende flavoprote'ine-gekoppelde substraten (succinaat, cy-glycerofosfaat en 
NADPH) wordt eveneens door ATP geremd. Dit maakt een remming op dehydro-
genaseniveau of nog daarvoor, d .w.z . een remming van de permeabiliteit voor 
substraat, het meest waarschijnlijk. Een onderscheid daartussen zal kunnen 
worden nagegaan, zoals bij de remming van de oxydatie door amytal (hoofdstuk 
5, par . Г ) is aangegeven. 
Een remming van de permeatie van ADP door hoge concentraties ATP via 
een effect op de adeninenucleotide translocase (M. Klingenberg &E. Pfaff, 1966), 
mogelijk opgeheven door hoge concentraties ADP, is als verklaring voor de rem­
ming van toestand 3 niet waarschijnlijk. Figuur 2 en 3 laten het duidelijkst zien, 
dat de oxydatiesnelheid onder invloed van toegevoegd ATP daalt tot onder het 
niveau van toestand 4, verkregen bij afwezigheid van ADP. Met andere woorden, 
gebrek aan substraat of remming van dehydrogenasen is oorzaak van het door 
ATP veroorzaakte effect. 
Een voorbeeld van de remming van een dehydrogenase door ATP, daarin geanta-
goneerd door ADP is de remmende werking van ATP op de L-glutamaatdehydro-
genase uit runderhart (J. Monod, J . Wyman & J . - P . Changeux, 1965). 
Een mogelijke beïnvloeding van de permeabiliteit voor verschillende substraten 
zou de door ATP veroorzaakte contractie van het buitenmembraan kunnen zijn, 
die door anorganisch fosfaat wordt tenietgedaan (E . J . Harr i s & К. van Dam, 
1968). In verband hiermee zal het noodzakelijk zijn de NADH-dehydrogenase 
voor exogeen NADH nader te localiseren, daar de oxydatie van exogeen NADH 
niet door ATP, zelfs niet bij lage fosfaatconcentraties, geremd werd. De oxyda­
tie van ascorbaat + TMPD werd evenmin door ATP geremd, maar membraan-
passage is voor het mogelijk meer membraan-oplosbare tetramethyl-p-fenyleen-
diamine wellicht een minder groot probleem. Anderzijds zijn verklaringen moge­
lijk voor de door ATP, ADP en P i veroorzaakte effecten op basis van interactie 
met de voor substraattransport verantwoordelijk gestelde anionencarrier, die in 
het mitochondriale binnenmembraan aanwezig gedacht wordt (K. van Dam & E . C . 
Slater, 1967). 
Een remming van de dehydrogenase door hoge concentraties ADP, zoals bij 
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de oxydatie van NADPH mogelijk optreedt (fig. 4D),is ook gevonden bij g is t -a l -
coholdehydrogenase. De oxydatie van NADH door dit enzym wordt door ADP ge-
remd (J. v. Eys, M.M. Ciotti & N . O . Kaplan, 1958), vermoedelijk door com-
petitie van ADP en NADH voor binding aan het enzym. 
Onder de condities van fig. 4B trad laatstgenoemde remming evenwel niet op. 
De mogelijke regulerende functie van de remming door ATP in vivo hangt 
af van de momentane concentraties van ATP, ADP en Pi en van de pH van het 
intracellulaire milieu. De pH, waar de remming eventueel zou kunnen optreden, 
is die in aanwezigheid van een overmaat zure metabolieten. De remming zou in 
dat geval leiden tot besparing van substraat en ADP, omdat de oxydatie en daar-
mee de fosforylering geremd wordt. Onder invloed van substraat stelde zich in 
gehongerde gist onder aërobe condities een steady state niveau in van ATP, ADP 
o 
en P i van respectievelijk 6 ,1-8 , 1,9-3 en 31-61 ηΐμ,ιηοΙ/ΙΟ cellen (P.K. Maitra 
& R. W. Estabrook, 1962; F. A. Hommes, 1964). Uit literatuurgegevens voor de 
gebruikte gist (A. Rothstein & С. Larrabee, 1948; T. Ohnishi, К. Kawaguchi & 
В. Hagihara, 1966) laat zich een diameter voor de volgroeide cel vaststellen van 
7 Я 
3,6-4,5μ, waaruit zich een gemiddeld volume van 33,5 χ 10" l/lO cellen laat 
berekenen. Het aërobe steady state niveau van ATP, ADP en Pi laat zich aan de 
hand van dit volume berekenen op respectievelijk 1,8-2,4, 0 ,6-0,9 en 9-18 mM. 
Voor toevoeging van substraat waren deze concentraties respectievelijk 0 , 9 - 1 , 
1,5-2,3 en 18,5-35 mM. De eerstgenoemde concentraties maken het in dit hoofd-
stuk besproken remmingseffect in principe ook in vivo mogelijk, laatstgenoemde 
slechts in sterk verminderde mate (fig. 2-4). De intracellulaire pH van aëroob op 
glucose gegroeide cellen werd door Polakis & Bartley (1965) op 6,25 - 6,65 be-
paald, dus juist vallend in het gebied waar inhibitie optreedt (fig. 1). Bij sub-
straatdepletie onder invloed van hongeren (aëratie bij afwezigheid van exogeen 
substraat) loopt de pH op tot in het alkalische gebied (hoofdstuk 2, par . IV. 3) en 
valt daarmee buiten het traject, waarbij remming kan optreden. 
V SAMENVATTING 
In het pH-gebied tussen 5,7 en 6,7 wordt een aspecifieke remming van de 
ademhaling door ATP in aanwezigheid van ADP en Pi (toestand 3) waargenomen. 
Het optimum van de remming ligt bij pH 6 , 1 . Het meest gevoelig voor de r e m -
ming waren de oxydaties van citraat, aethanol, succinaat en NADPH; de oxydatie 
van a-glycerofosfaat werd zwak, die van NADH en ascorbaat+tetramethyl-p-feny-
leendiamine niet door ATP geremd. De specifieke oxydatieve activiteit (toestand 
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3) daalde voor verschillende substraten (citraat, aethanol, succinaat en NADPH) 
onder invloed van toenemende concentraties ATP tot onder toestand 4. Dit werd 
opgevat als een teken, dat de remming niet plaats vond door een intramitochon-
driaal tekort aan ADP, evenmin als door een omkering van de oxydatieve fosfo-
rylering. De remming werd niet door dinitrofenol opgeheven. De remming werd 
wel geantagoneerd door ADP en anorganisch fosfaat. De stijging van de specifie-
ke oxydatieve activiteit (toestand 3) in aanwezigheid van ATP verliep lineair met 
de concentratie ADP en anorganisch fosfaat, behalve bij citraat; in het laatste 
geval speelde vermoedelijk de succinaat-thiokinasereactie een rol . De oxydatie 
van NADPH (toestand 3), maar niet van de andere onderzochte substraten, werd 
door ADP geremd. Hypothesen ter verklaring van genoemde remmingen op de-
hydrogenase- of permeabiliteitsniveau zijn besproken. 
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H O O F D S T U K 9 
SAMENVATTING 
Mitochondriën werden geïsoleerd uit de gistsoorten Saccharomyces c a r l s -
bergensis (BNCYC, No. 74)enCandida utilis (CBS,No.621),aëroobgedurendel6 
uur bij З О ^ gekweekt op 0,6%glucose+0145%Na-lactaat als koolstofbronnen. 
De mitochondriën werden geïsoleerd uit proto-of sferoplasten van deze g i s t -
soorten na verwijdering van de weerstand biedende celwand met een celwand-op-
los send enzympreparaat uit krop en darm van de slak Helix pomatia (hoofdstuk 2). 
Deze mitochondriën bezaten een redelijke mate van intactheid te oordelen naar 
het feit, dat bij de oxydatie van eengroot aantal substraten ademhalingsregulatie 
werd verkregen. Mitochondriënvan S. carlsbergensis oxydeerdende substraten 
acetaat+L-malaat, L-malaat+pyruvaat.citraat, a-ketoglutaraat, succinaat.aethanol, 
ey-glycerofosfaat, L-lactaat en extramitochondriaal NADH en NADPH, alsmede 
ascorbaat + tetramethyl-p-fenyleendiamine, maar niet L-glutaminezuur en DL-
¡j-OH-butyraat (hoofdstuk 3). Voor C. utilismitochondriën werd de oxydatie "van 
L-malaat + pyruvaat, aethanol, a-glycerofosfaat en NADPH getest (hoofdstuk 3 
en 5) en gevonden dat deze daarin optreden. Van genoemde oxydaties was die van 
L-malaat + pyruvaat en a-ketoglutaraat door mitochondriën van S. carlsbergen-
sis het minst actief en daardoor snelheidsbeperkend voor de citroenzuurcyclys. 
Feed back mechanismen lijken aanwezig te zijn bij de oxydatie van (y-ketogluta-
raat en succinaat in de succinaat-thiokinasereactie en de oxydatie van L-malaat 
tot oxaalacetaat (hoofdstuk 3). С utilismitochondriën bezaten voorts myokinase-
activiteit, bij S. carlsbergensismitochondriën was deze niet aantoonbaar. 
Voor de oxydatie van genoemde substraten door mitochondriën van S. ca r l s -
bergensis werden P/O-verhoudingen tussen 1 en 2 verkregen, behalve bij de 
oxydatie van citraat en a-ketoglutaraat (tussen 2 en 3), vermoedelijk wegens 
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deelname van de succinaat-thiokinasereactie. Mitochondriën van C.util is oxy-
deerden aethanol met een P / 0 tussen 2 en 3 en or-glycerofosfaat met een P / 0 
tussen 1 en 2. Uit deze gegevens werd de voorlopige conclusie getrokken, dat 
in mitochondriën van S. carlsbergensis de eers te fosforyleringstrap ontbreekt, 
maar dat deze wel aanwezig is in mitochondriën van C.ut i l is . 
Zowel de oxydatieve activiteit als de ademhalingsregulatieverhoudingen 
vertoonden een duidelijke afhankelijkheid van de pH, maar niet de verkregen 
P/O-verhoudingen. Eenverklaringvoor het ontbreken van laatstgenoemde afhan-
kelijkheid is gegeven op basis van de remming door ADP van de opname van het 
ontkoppelende anion (OH ) door een energie-gekoppelde anionencarrier (hoofd-
stuk 3). 
Naast de bovengenoemde oxydaties katalyseerden mitochondriën van S. ca r l s -
bergensis tevens de oxydatie van glycolaat, glyoxylaat en formaldehyde met in 
deze volgorde toenemende activiteit. De oxydatie van formiaat werd evenwel niet 
gekatalyseerd. In verband met deze oxydaties zijn verschillende afbraakwegen 
van glyoxylaat belicht (hoofdstuk 4). 
De oxydatie van NAD-gekoppelde substraten door mitochondriën van S. ca r l s -
bergensis werd niet door rotenon geremd, behalve de oxydatie van aethanol t. g. v. 
remming van de alcoholdehydrogenase. In mitochondriën van C.uti l is was het 
electronentransport tussen FpD1 en FpD„ wel gevoelig voor rotenon. De oxydatie 
van NADPH door C. utilismitochondriën werd, in tegenstelling tot de oxydatie van 
L-malaat+pyruvaat, slechts in geringe mate door rotenon geremd. Hieruit werd 
geconcludeerd, dat de oxydatie van NADPH in deze mitochondriën niet verloopt 
via een pyridinenucleotide transhydrogenase, maar op een analoge wijze als geldt 
voor succinaat (hoofdstuk 5). 
Mitochondriën van S. carlsbergensis waren evenals die van C.utilis en rat-
tenlever wel gevoelig voor amy tal, alleen was het type remming verschillend. 
De oxydatie van extramitochondriaal toegevoegd NADH door S. car lsbergensis-
mitochondriën werd niet door amytal geremd in tegenstelling tot de oxydatie van 
verschillende NAD-gekoppelde substraten. Bij mitochondriën van S. carlsbergen-
sis was de remming competitief, bij mitochondriën van C.util is en rattenlever 
noncompetitief. Verschillende mogelijkheden van remming door amytal zijn be-
schouwd: a) remming van electronentransport via remming van het koppelings-
mechanisme van de oxydatieve fosforylering, b) remming van electronentrans-
port door binding met een ademhalingsketencomponent naast c) remming van sub-
straatopname door het mitochondrion via een energiegekoppelde anionencarrier, 
d) remming van dehydrogenasen. 
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Mitochondriën van C.util is en rattenlever bezitten een van deze remmingsme-
chanismen meer dan S. carlsbergensismitochondriën, een mechanisme, dat de 
remming bij de eerstgenoemde mitochondriën noncompetitief doet zijn (hoofd-
stuk 5). 
De oxydatie van NAD- en flavoproteïne-gekoppelde substraten, inclusief 
extramitochondriaal NADH en NADPH, werd door antimycine A (3 μg per mg 
mitochondriaal eiwit) voor meer dan 90% geremd. De oxydatie van L-lactaat 
werd slechts voor de helft door antimycine A geremd. De helft van de oxydatie-
ve activiteit wordt gevoed door het product pyruvaat en endogeen substraat, de 
andere helft wordt geleverd door de oxydatie van L-lactaat, waarvan de electro-
nen na de antimycine A-gevoelige plaats op de ademhalingsketen worden overge­
dragen (hoofdstuk 5). De ademhaling werd practisch volledig door Na.S (ImM) 
geremd, terwijl de remming van de ademhaling (toestand 3 tot toestand 4) door 
oligomycine (40 μg per mg mitochondriaal eiwit) onvolledig was. De oxydatie 
van exogeen NADH en NADPH werd niet door dicumarol (7,5 μΜ) geremd, waar­
door een aantal dicumarol-gevoelige chinonreductasen van vergelijking konden 
worden uitgesloten (hoofdstuk 5). 
Mitochondriën van C.util is vertoonden de energie-gekoppelde reductie van 
endogeen NAD, waarbij succinaat of of-glycerofosfaat als substraat diende en de 
ademhaling of ATP (bij aanwezigheid van KCN) als energiebron. 
Eerstgenoemde reductie was te voorkomen door toevoeging van ADP + P . en 
werd tenietgedaan door de ontkoppelaar dicumarol. Laatstgenoemde reductie 
werd geremd door ADP + P . , dicumarol, oligomycine, amytal en rotenon. 
Deze reducties zijn opgevat als aanwijzing voor een koppeling van fosforylering 
aan ademhaling op plaats 1 in de ademhalingsketen van C.utilismitochondriën. 
De ademhaling was over het gehele onderzochte pH-gebied een betere energie-
donor dan exogeen ATP. De afwezigheid van de energie-gekoppelde NAD-reduc-
tie in mitochondriën van S. carlsbergensis is opgevat als een ontbreken van ge-
noemde koppeling, met andere woorden als een ontbreken van de eers te f osfory-
leringstrap in deze mitochondriën (hoofdstuk 6). 
Mitochondriën van S. carlsbergensis vertoonden in aanwezigheid van KCN 
onder invloed van a-glycerofosfaat een snelle en sterke NAD-reductie, speci-
fiek voor deze mitochondriën, terwijl deze snelheid en mate van NAD-reductie 
niet met succinaat of ascorbaat + tetramethyl-p-fenyleendiamine kon worden 
verkregen. De mogelijkheid van een NAD-gekoppelde a-glycerofosfaatdehydro-
genase in mitochondriën van S. carlsbergensis is geopperd. Exogeen ATP deed 
deze reductie teniet (hoofdstuk 6). 
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De succinaatoxydatie, bestudeerd aan mitochondriën van S. car lsbergensis , 
onderging in het alkalische pH-gebied remming door preïncubatie van de mito-
chondriën in het reactiemedium of door toevoeging van ADP tijdens een overi-
gens ongeremde toestand 4 ademhaling. Laatstgenoemde remming was van voor-
bijgaande aard, vermoedelijk omdat ADP door fosforylering in ATP wordt om-
gezet, waardoor de remming ongedaan gemaakt wordt. 
Exogeen ATP hief de remming eveneens voor een groot deel op. 
Gebleken i s , dat ADP niet zelf de remstof i s , maar deze (vermoedelijk 
oxaalacetaat) induceert. De remming was competitief ten aanzien van succinaat. 
Een regulatie van de succinaatoxydatie via de werking van de malaatdehydroge-
nase en fosfopyruvaatcarboxylase werd besproken. De invloed van de remming 
op de werking van de citroenzuurcyclus is nagegaan en gebleken aanwezig te zijn 
(hoofdstuk 7). 
Tenslotte is de remmende werking van ATP (0,5 - 5,5 mM) op de ademha-
ling in zwak zuur milieu bestudeerd aan mitochondriën van S. car lsbergensis . 
De remming is aspecifiek, slechts de oxydatie van exogeen NADH en ascorbaat 
+ tetramethyl-p-fenyleendiamine is er ongevoelig voor. Deze remming wordt 
geantagoneerd door anorganisch fosfaat en ADP. De mogelijkheid van een rem-
ming door ATP van de oxydatie op dehydrogenaseniveau of via remming van de 
substraatpermeatie is onder ogen gezien. 
De oxydatie van NADPH (toestand 3) wordt specifiek geremd door ADP in milli-
molaire concentraties. De mogelijkheid van een remming op dehydrogenaseniveau 
is voor dit geval overwogen. Een regulerende functie op ademhaling en fosforyle-
ring in vivo door bovengenoemde ATP-inhibitie behoort tot de mogelijkheden 
(hoofdstuk 8). 
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C H A P T E R 9 
SUMMARY 
Mitochondria were obtained from the yeast species Saccharomyces car l s-
bergensis (BNCYC, No. 74) and Candida utilis (CBS, No. 621), aerobically 
grown for 16 hours at 30 on 0, 6% glucose + 0,45% Na-lactate as carbon sour­
ces . The mitochondria were isolated from protoplasts or spheroplasts of these 
yeast species after removal of the resistant cell wall with a cytase-active 
enzyme preparation from the gut of the snail Helix pomatia (chapter 2). 
The mitochondria were reasonably intact as judged by the respiratory 
control obtained with the oxidation of a great number of substrates . Mitochon­
dria from S.carlsbergensis oxidized the following substrates : acetate + L-ma-
late, L-malate+pyruvate, citrate,a-ketoglutarate, succinate,ethanol, о--glycer­
ophosphate, L-lactate and extramitochondrial NADH and NADPH as well as 
ascorbate+tetramethyl-p-phenylene-diamine; L-glutamic acid and DL-ß-OH-
butyrate were not oxidized (chapter 3). 
With mitochondria from C.util is the oxidations of L-malate + pyruvate, ethanol, 
α-glycerophosphate and NADPH were tested and have been found to occur in these 
mitochondria. 
Of the forementioned oxidations in S. car lsbergensis , those of L-malate + 
pyruvate and a-ketoglutarate were least active and therefore rate limiting for 
the citr ic acid cycle. Moreover feed back mechanisms appear to regulate the 
oxidation of oí-ketoglutarate and succinatfe by the succinic thiokinase reaction and 
the oxidation of L-malate to oxaloacetate (chapter 3). 
Fur thermore , mitochondria from С utilis contained myokinase activity. 
In mitochondria from S. carlsbergensis this activity could not be demonstrated. 
The oxidation of the forementioned substrates by S.carlsbergensis mit-
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ochondria was coupled with P /O ratios between 1 and 2. Only with the oxidation 
of citrate and o-ketoglutarate P /O ratios between 2 and 3 were measured. The 
latter ratios probably increased above 2 by participation of the succinic thioki-
nase phosphorylation. Mitochondria from C.utilis oxidized ethanol with a P /O 
between 2 and 3 and a-glycerophosphate with a P /O between 1 and 2. From these 
data it was tentatively concluded that in mitochondria from S. carlsbergensis the 
first phosphorylation site is absent, whereas it occurs in mitochondria from 
C.ut i l is . 
The oxidative activity as well as the respiratory control ratios showed a dis-
tinct dependence on pH in contrast to the P / O rat ios . An explanation for the lack 
of the latter dependence has been given, based on inhibition by ADP of the uptake 
of the uncoupling anion (OH ) by an energy-linked anion ca r r ie r (chapter 3). 
In addition to the above-mentioned oxidations, mitochondria from S. ca r l s -
bergensis catalyzed the oxidation of glycollate, glyoxylate and formaldehyde 
with increasing activity in this sequence. Formate was not oxidized. In view of 
these observations different catabolic pathways for glyoxylate were considered 
(chapter 4). 
The oxidation of NAD-coupled substrates by mitochondria from S. ca r l s -
bergensis was not inhibited by rotenone with exception of the oxidation of ethanol 
as caused by inhibition of alcohol dehydrogenase. In mitochondria from C.ut i l is , 
however, electron transport between FpD1 and FpD„ was sensitive for rotenone. 
The oxidation of NADPH by C.utilis mitochondria was merely slightly inhibited 
by rotenone in contrast to the NAD-coupled oxidation of L-malate + pyruvate. 
Hence it was concluded that the NADPH oxidation in these mitochondria does not 
occur via a pyridine nucleotide transhydrogenase but in an analogous way as for 
succinate (chapter 5). 
Mitochondria from S. carlsbergensis like those from C.utilis and rat liver were 
sensitive for amytal, only the type of inhibition differed. The oxidation of ex-
tramitochondrial NADH by mitochondria from S. carlsbergensis was not inhibited 
by amytal in contrast to the oxidation of different NAD-linked substrates . For 
mitochondria from S. carlsbergensis the inhibition was competitive, for mito-
chondria from C. utilis and rat liver it was non-competi live. Different ways of 
inhibition by amytal have been considered: a) inhibition of electron transport via 
inhibition of the coupling mechanism of oxidative phosphorylation, b) inhibition 
of electron transport by binding of a respiratory chain component, c) inhibition 
of substrate uptake via an energy-linked anion ca r r i e r , d) inhibition of dehydro-
genases. Mitochondria from C.utilis and ra t liver show one of the mechanisms 
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of inhibition, lacking in S. carlsbergensis mitochondria. This mechanism ren­
ders the inhibition for the two former species non-competitive (chapter 5). 
The oxidation of NAD- and flavoprotein-linked substrates, including extra­
mitochondrial NADH and NADPH was for more than 90% inhibited by antimycin 
A (3 μg per mg mitochondrial protein). The oxidation of L-lactate was only half 
inhibited by antimycin A. Half of the oxydative activity is supplied by the product 
pyruvate and endogenous substrate, the other half by oxidation of L-lactate, 
electrons of which are transferred to the respiratory chain behind the antimycin 
A sensitive site (chapter 5). 
The respiration was virtually completely inhibited by Na„S (1 mM), the in­
hibition of the respiration (state 3 to state 4) by oligomycin (40 y,g/mg mitochon­
drial protein) was incomplete. The oxidation of exogenous NADH and NADPH was 
not inhibited by dicumarol (7,5 μΜ). Hence a number of dicumarol sensitive 
quinone reductases could be excluded from comparison (chapter 5). 
Mitochondria from C.utilis showed the energy-linked reduction of endoge­
nous NAD with succinate or ^-glycerophosphate as substrate and the respiration 
or ATP (in the presence of KCN) as energy source. The former reduction could 
be prevented by addition of ADP + Pi and was abolished by the uncoupler dicuma­
rol . The latter reduction was inhibited by ADP + P i , dicumarol, oligomycin, 
amytal and rotenone. These reductions a re interpreted as an indication for the 
coupling of phosphorylation to respiration at site 1 of the respiratory chain of 
C.utilis mitochondria. Respiration was a more effective energy donor than ATP. 
The absence of the energy-linked NAD-reduction in mitochondria from S. car l s­
bergensis has been interpreted as the absence of this coupling, i . e . as the ab­
sence of the first phosphorylation step in these mitochondria (chapter 6). 
Mitochondria from S. carlsbergensis showed a fast and strong NAD-reduc-
tion under the influence of (^-glycerophosphate in the presence of KCN. 
This rate and amount of reduction neither could be obtained in the presence of 
succinate or ascorbate + tetramethyl-p-phenylene-diamine nor by cr-glycero-
phosphate in mitochondria from C.util is. The possibility of a NAD-linked 
^-glycerophosphate dehydrogenase in mitochondria from S. carlsbergensis is 
suggested. Exogenous ATP abolished the forementioned reduction (chapter 6). 
The oxidation of succinate, studied with mitochondria from S. carlsberg­
ensis , underwent inhibition in the alkaline pH-range either by preincubation of 
the mitochondria in the reaction medium or by addition of ADP to the non-inhib­
ited state 4. The latter inhibition was transient, presumably because as a con­
sequence of phosphorylation ADP is converted to ATP by which the inhibition is 
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eliminated. Exogenous ATP exerted a similar effect. It appeared that ADP is 
not the inhibitor, but induces this inhibitor (presumably oxaloacetate). 
The inhibition was competitive for succinate. A control of the succinate oxida-
tion by the action of malate dehydrogenase and phosphopyruvate carboxylase 
was discussed. The effect of the inhibition on the activity of the citric acid cycle 
has been examined and found to be present (chapter 7). 
Finally the inhibitory action of ATP in millimolair concentrations on the 
respiration in a weak acid medium has been studied with mitochondria from S. 
car lsbergensis . This inhibition is non-specific, only the oxidation of exogenous 
NADH and ascorbate + tetramethyl-p-phenylene-diamine is insensitive fo rATP. 
This inhibition is antagonized by inorganic phosphate and ADP. The possibility 
of an inhibition by ATP of the oxidation on the dehydrogenase level or via sub-
strate permeation has been pointed out. The oxidation of NADPH (state 3) is 
specifically inhibited by ADP in millimolar concentrations. The possibility of 
inhibition on the dehydrogenase level has also been considered for this case . 
Data obtained so far are in favour of a control function of the above-mentioned 
ATP- inhibition on respiration and phosphorylation in vivo. 
N'est besoin d 'espérer pour entreprendre, ni de réuss i r pour persévérer 
(Willem van Oranje). 
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